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Resumen y abstract 
Resumen 
En Colombia, los sistemas de producción de lechería especializada de trópico alto se soportan 
en pasturas, que se encuentran ubicados en zonas de mayor altura a los 2200 msnm y generan 
el 70% de la producción láctea nacional. El ryegrass (Lolium sp.) asociada con trébol rojo 
(Trifolium pratense) es una estrategia usada para proveer un alimento balanceado al ganado. 
Sin embargo, se ha visto limitada la producción de forrajes debido a las condiciones edáficas 
de los suelos (con mayor acidez y poca fertilidad), haciendo poco eficiente los fertilizantes 
fosfóricos. El uso de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) ha sido una alternativa para 
aumentar el crecimiento y rendimiento en las plantas, como la posibilidad de reducir 
sustancialmente el requerimiento de fertilizantes químicos. El objetivo de este estudio fue 
evaluar el efecto potencial de BSF en la disminución de la dosis de fertilización mineral 
fosfatada en la asociación ryegrass-trébol rojo. Para ello, se seleccionaron a Rhizobium sp. T88 
y Herbaspirillum sp. AP21, de entre diez BSF, por presentar un aumento significativo de 
biomasa seca frente al control en ryegrass (20,31%) y en trébol rojo, (44,8%) respectivamente. 
Ambas cepas resultaron tener habilidad de solubilizar roca fosfórica y fosfato tricálcico, producir 
ácido glucónico y expresar actividad fosfatasa. Solo Herbaspirillum sp. AP21, produjo 
sideroforos y presentó 125% de eficiencia de mineralización de fitato en medio sólido. 
Posteriormente, las cepas seleccionadas, fueron evaluadas junto a dosis reducidas del 
fertilizante soluble, fosfato diamónico (siglas en inglés, DAP) (75% y 50%) en inoculaciones 
simples y combinadas en asociación de ryegass-trébol rojo bajo condiciones de invernadero. La 
inoculación de Rhizobium sp. T88 con 75% DAP, incrementó el fósforo (P) disponible en las 
formas inorgánicas moderamente lábil (368,4 mg P kg-1) y tuvo mayor contenido de P foliar (2,0 
g kg-1), comparado con aquellas plantas que no fueron inoculadas. Por el contrario, 
Herbaspirillum sp. AP21 proporcionó mayor mineralización del P orgánico, al incrementar el P 
disponible de las formas orgánicas moderadamente lábil del suelo, (coinoculada, 50% DAP: 
264,6 mg P kg-1) en comparación con los demás tratamientos y expresó mayor actividad 
fosfatasa alcalina en dosis reducida al 50% de DAP. Por lo tanto, el uso de estas cepas podría 
ser un complemento prometedor para la fertilización fosfórica en suelos con deficiencia de P, 
permitiendo reducir potencialmente las tasas de aplicación de fertilizantes fosfóricos en las 
praderas. 
Palabras clave: Roca fosfórica, fertilización, Rhizobium, Herbaspirillum, DAP, PGPB.  
 
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 




In Colombia, specialized tropical highland dairy production systems are supported by pastures, 
which they are located in higher altitudes to 2200 meters above sea level and generate 70% of 
the national dairy production. The ryegrass (Lolium sp.) associated with red clover (Trifolium 
pratense) is a strategy used to provide a balanced feed to cattle. However, forage production 
has been limited due to soil conditions (with greater acidity and low fertility), making phosphoric 
fertilizers inefficient. The use of phosphate solubilizing bacteria (PSB) has been an alternative to 
increase plant growth and yield, as the possibility of substantially reduce the requirement of 
chemical fertilizers. The objective of this study was to evaluate the potential effect of PSB in 
reducing the dose of phosphate mineral fertilization in the ryegrass-red clover association of the 
Department of Nariño. For this, Rhizobium sp. T88 and Herbaspirillum sp. AP21, out of ten 
PSB, for presenting a significant increase in dry biomass versus no inoculated control in 
ryegrass (20.31%) and red clover (44.8%) respectively. Both strains were found to have the 
ability to solubilize phosphoric rock and tricalcium phosphate, to produce gluconic acid and 
express phosphatase activity in NBRIP (National Botanical Research Institute's phosphate) 
liquid medium. Only Herbaspirillum sp. AP21, produced siderophores and presented 125% 
efficiency of phytate mineralization in solid medium. Subsequently, the selected strains were 
evaluated together with reduced doses of soluble fertilizer, diammonium phosphate (DAP) (75% 
and 50%) in simple and combined inoculations in association of red ryegass-trebol under 
greenhouse conditions. The inoculation of Rhizobium sp. T88 with 75% DAP, increased the 
available P in moderately labile inorganic forms (368,4 mg P kg-1) and higher content of foliar P 
(2,0 g kg-1), compared to those plants that were not inoculated. On the contrary, Herbaspirillum 
sp. AP21 provided greater mineralization of organic P, by increasing the available P of 
moderately labile organic forms of the soil, (coinoculated, 50% DAP: 264,6 mg P kg-1) compared 
to the other treatments and expressed greater phosphatase activity alkaline in a dose reduced 
to 50% DAP. Therefore, the use of these strains could be a promising complement to 
phosphorus fertilization in P-deficient soils, potentially reducing application rates of phosphoric 
fertilizers in grasslands.  
 
Keywords: Phosphate rock, fertilization, Rhizobium, Herbaspirillum, DAP, PGPB.  
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
VII 
 





Tabla de contenido ....................................................................................................... VII 
1. Lista de tablas ......................................................................................................... IX 
2. Lista de figuras ........................................................................................................ X 
3. Lista de Símbolos y abreviaturas .......................................................................... XI 
4. Introducción .............................................................................................................. 1 
1. Marco teórico ............................................................................................................ 3 
1.1 Generalidades del fósforo en el suelo ................................................................. 3 
1.2 Bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) ........................................................ 6 
1.2.1 Mecanismos de solubilización de fosforo por bacterias solubilizadoras de fósforo 9 
1.2.2 Efecto de la inoculación de bacterias solubilizadoras de fosfato en las plantas.13 
1.3 Generalidades en producción de forrajes. ............................................................. 14 
1.4 Asociación de pastos ........................................................................................ 15 
4.4.1. Poaceaes .......................................................................................................15 
 Ryegrass (Lolium spp.) ...................................................................................16 
1.4.2 Leguminosas ..................................................................................................17 
 Trébol rojo (Trifolium pratense L.)...................................................................18 
Referencias bibliográficas. ........................................................................................... 18 
2. Problema de investigación y objetivos ................................................................. 29 
2.1 Problema de investigación ..................................................................................... 29 
2.1.1 Planteamiento del problema .............................................................................29 
2.1.2 Justificación .....................................................................................................30 
2.1.3 Hipótesis ........................................................................................................31 
2.2 Objetivos ............................................................................................................... 32 
2.2.1 Obetivo general ................................................................................................32 
2.2.2 Objetivos específicos .......................................................................................32 
3. Caracterización de la capacidad de solubilización y mineralización de P de las cepas 
en estudio. ...................................................................................................................... 33 
Resumen ..................................................................................................................... 33 
3.1 Introducción. ..................................................................................................... 34 
3.2 Materiales y métodos ........................................................................................ 35 
3.2.1 Preparación de los inoculos usados en los experimentos ...............................35 
3.2.2 Selección de cepas mediante ensayo con plantas de ryegrass y trébol rojo en 
condiciones deficientes de P en el suelo. ..................................................................37 
3.2.3 Capacidad de solubilización de roca fosfórica, fosfato tricálcico y actividad fosfatasa 
en medio líquido de las cepas seleccionadas. ..........................................................39 
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
VIII 
 
3.2.4 Cuantificación de ácidos orgánicos. ...............................................................40 
3.2.5 Determinación cualitativa de sideróforos y mineralización del ácido fítico. .....41 
3.2.6 Análisis estadístico .........................................................................................42 
3.3 Resultados ........................................................................................................ 42 
3.3.1 Selección de las cepas en condiciones deficientes de P. ...............................42 
3.3.2 Capacidad de solubilización de roca fosfórica, fosfato tricálcico y actividad fosfatasa 
en medio líquido de las cepas seleccionadas. ..........................................................45 
3.3.3 Identificación y producción de ácidos orgánicos .............................................49 
3.3.4 Producción de sideróforos y mineralización de ácido fítico ...............................47 
3.4 Discusión .......................................................................................................... 49 
3.4.1 Selección de cepas mediante ensayo con plantas de ryegrass y trébol rojo en 
condiciones deficientes de P. ....................................................................................49 
3.4.2 Capacidad de solubilización de roca fosfórica, fosfato tricálcico, actividad fosfatasa y 
producción de ácidos orgánicos en medio líquido. ....................................................52 
3.4.3 Producción de sideróforos y mineralización del fitato. ....................................56 
3.5 Conclusiones ......................................................................................................... 57 
Referencias bibliográficas............................................................................................ 57 
4. Influencia de la inoculación de BSF en la reducción de dosis de fertilizantes 
fosfóricos solubles en la asociación ryegrass-trébol rojo.......................................... 68 
Resumen ..................................................................................................................... 68 
4.1 Introducción ...................................................................................................... 69 
4.2 Materiales y métodos ........................................................................................ 70 
4.2.1 Ensayo de invernadero ....................................................................................70 
4.2.2 Fraccionamiento de P y actividad fosfatasa ácida y alcalina en el suelo.........72 
4.2.3 Análisis estadístico .........................................................................................74 
4.3 Resultados ........................................................................................................ 74 
4.3.1 Producción de biomasa y contenido nutricional de las plantas asociadas ryegrass y 
trébol rojo. .................................................................................................................74 
4.3.2 Fraccionamiento de P y actividad fostasa ácida y alcalina en el suelo. ..........79 
4.4 Discusión .......................................................................................................... 85 
4.4.1 Efecto de las inoculaciones en las diferentes dosis de los fertilizantes minerales en el 
P y actividad fosfatasa en el suelo y su incidencia en biomasa seca y contenido nutricional 
en las plantas de ryegrass - trébol rojo. ....................................................................85 
4.5 Conclusiones .................................................................................................... 90 
Referencias bibliográficas............................................................................................ 91 
5. Conclusiones y recomendaciones ........................................................................ 97 
5.1 Conclusiones .................................................................................................... 97 






Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
IX 
 
Lista de tablas 
 
 
Tabla 1-2. Producción de ácidos orgánicos por bacterias solubilizadoras de fosfato ...... 11 
Tabla 1-3. Valor nutricional promedio de muestras de pasto ryegrass de la sabana de Bogotá
 ....................................................................................................................................... 17 
Tabla 3--1. Características de las cepas utilizadas en el estudio .................................... 36 
Tabla 3-2. Caracterización fisico química del suelo de sistemas silvopastoriles de Nariño38 
Tabla 3-3. Producción de fosfatasas, fitasas y sideróforos por las cepas de estudio ...... 48 
Tabla 3-4. Identificación y cuantificación de ácidos orgánicos en cultivos líquidos ......... 49 
Tabla 3-5. Correlaciones de Pearson entre producción de P soluble, actividad fosfatasa ácida y 
alcalina, pH y población en las dos fuentes de fosforo .................................................... 54 
Tabla 4-1. Influencia de la inoculación en las diferentes dosis de DAP en la producción de 
biomasa seca y contenido nutricional de las plantas en el primer corte* ......................... 75 
Tabla 4-2. Influencia de la inoculación en las diferentes dosis de DAP en la producción de 
biomasa seca y contenido nutricional de las plantas en el segundo corte*...................... 75 
Tabla 4-3. Matriz de correlaciones de las variables del ACP del segundo corte ............. 79 
Tabla 4-4. Fraccionamiento de fósforo en suelos fertilizados con diferentes dosis de fosfato 
diamónico (DAP) y roca fosfórica (RF) con inoculaciones simples y combinadas de bacterias 
solubilizadoras de P (BSF) .............................................................................................. 81 
 
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
X 
 
Lista de figuras 
 
Figura 1-1. Ciclo del fósforo en el medio ambiente.  ......................................................... 3 
Figura 1-2.Transformaciones fisicoquímicos y biológicas del P en los sistemas suelo-
microorganismos-planta y solución del suelo. ................................................................... 5 
Figura 1-3. Mecanismos de solubilización de Pi y mineralización de Po por microorganismos.
 ....................................................................................................................................... 10 
Figura 3-1. Metodología para la evaluación de solubilización de P in vitro ..................... 40 
Figura 3-2. Efecto de las inoculaciones en la biomasa seca foliar de ryegrass perenne (Lolium 
perenne var. One50) y trébol rojo (Trifolium pratense) en suelos deficientes de P .......... 44 
Figura 3-3. Capacidad de solubilización de fosfatos de las cepas Herbaspirillum sp. AP21 y 
Rhizobium sp. T88 durante 12 días en medio líquido NBRIP. ......................................... 47 
Figura 3-4. Mineralización de fitato y producción de sideróforos por Herbaspirillum sp.. 48 
Figura 4-1. Representación esquemática del protocolo de fraccionamiento secuencial de 
fósforo propuesto por Hedley (1982) adaptado de Bejarano et al., 2016 ......................... 72 
Figura 4-2. Análisis de componentes principales (ACP) entre biomasa seca y contenido 
nutricional (N, P, K, Ca y Mg) en la asociación ryegrass y trébol rojo en primer corte y segundo 
corte.. .............................................................................................................................. 78 
Figura 4-3. Análisis de componentes principales de biomasa seca foliar, contenido de P foliar y 
los distintos compartimientos de P y actividad fosfatasa en el suelo, en los diferentes niveles de 








Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
XI 
 
Lista de Símbolos y abreviaturas 
 
Símbolos con letras latinas 
 
Símbolo Término   
B Boro   
Ca Calcio   
Cu Cobre   
Ha Hectárea   
K Potasio   
Kg Kilogramo  
Mg Magnesio   
N Nitrógeno   
Na Sodio   
P Fósforo   
S Azufre   
T Tonelada   
Zn Zinc   
 
Símbolos con letras griegas 
 
Símbolo Término   
μg Microgramos    





PiRES Fracción P inorgánico extraído con resina de intercambio aniónica 
PiBIC Fracción P inorgánico extraído con Bicarbonato de sodio 
PoBIC Fracción P orgánico extraído con Bicarbonato de sodio 
PiNaOH-0,1 Fracción P inorgánico extraído con Hidróxido de sodio a 0,1N 
PoNaOH-0,1 Fracción P orgánico extraído con Hidróxido de sodio a 0,1N 







Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 







AO Acidos orgánicos 
BSF Bacteria solubilizadora de fosfato 
BFN Bacterias fijadoras de nitrógeno 
CNE Carbohidratos no estructurales 
DAP Fosfato diamónico 
DDI Días después de inoculación 
DDP Después del plantío 
DE Desviación estándar 
DM Dry matter (materia seca) 
DO Densidad óptica 
EM Eficiencia de mineralización 
EPS Exopolisacárido 
FDA Fibra en detergente ácido 
FDN Fibra en detergente neutro 
FTC Fosfato tricálcico 
HPLC High performance liquid chromatography 
K Potasio 
N Nitrógeno 
MO Materia orgánica 
m.s.n.m Metros sobre el nivel del mar 
MS Materia seca 
P Fósforo 
PC Proteína cruda 
Pi Fósforo inorgánico 
pNP o PNP Paranitrofenol 
Po Fósforo orgánico 
PIB Producto interno bruto 
PGPBs Plant growth promoting bacterias 
pH Potencial de hidrogeniones 
RIA-C Resina de intercambio aniónico-catiónico 
RF Roca fosfórica 
ss Suelo seco 




El sector ganadero en Colombia constituye un sector importante en la actividad económica del 
país, pues contribuye actualmente con el 3,6% del PIB nacional (FEDEGAN, 2019). Según 
datos de la Encuesta Nacional Agropecuaria - DANE (ENA, 2017), en Colombia hay 40,8 
millones de hectáreas usadas para ganadería, representando el 78,2% de la participación total 
del uso del suelo para el sector agropecuario. De las cuales, la producción de forrajes domina 
con 60,1%, ocupando 24,5 millones de hectáreas. Estos datos indican la extensa área 
destinada a la alimentación del ganado para la obtención de carne, leche y de doble propósito. 
Pese a ésta superficie que ocupan las pasturas en el país, la ganadería ha sido poco 
competitiva ya que su productividad depende de la disponibilidad y calidad del alimento. La 
variabilidad en la disponibilidad y la calidad del forraje afecta notablemente la producción de 
carne y/o leche. Lo anterior es debido principalmente a que en las áreas dedicadas a la 
producción ganadera en los últimos años se ha dado un proceso de degradación del suelo, lo 
que se traduce en baja fertilidad y a largo plazo en la disminución de la productividad del suelo 
(CORPONARIÑO, 2009).  
Es por ello, que se ha considerado importante el manejo adecuado de las praderas como base 
fundamental para programas de alimentación ganadera en el trópico, pues proveen al animal 
de nutrientes esenciales para su desarrollo (Restrepo, 2008). La siembra de pasturas con 
asociaciones (leguminosas y gramíneas), es una estrategia ampliamente usada como una 
forma de proveer un alimento balanceado al ganado, por el aporte de proteínas y carbohidratos 
que brinda la asociación (Percy, 2012).  
La estrategia para suplir las necesidades nutricionales de los animales de pastoreo debe ser 
planificada por los productores teniendo en cuenta cada una de las variables presentes, por lo 
tanto, el establecimiento de las relaciones suelo-microorganismos-planta-animal dentro de los 
sistemas de la ganadería lechera, es de vital importancia para implementar nuevos enfoques, 
con el fin de mejorar de forma integral, el sistema ganadero en el país (Eraso, 2014). 
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Los microorganismos desempeñan un papel importante en los sistemas agrícolas, en especial 
las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB, en inglés “Plant Growth Promoting 
Bacteria”). Las PGPB poseen varios mecanismos que ayudan a la absorción de nutrientes por 
las plantas, al proporcionar nitrógeno (N) fijado de la atmosfera y disponibilizar otros elementos 
como el fosforo (P) (Liu et al., 2014a; Pérez et al., 2007; Shahid et al., 2012), potasio (K) 
(Leaungvutiviroj et al., 2010; Usha y Padmavathi 2013; Restrepo-Correa et al., 2017) y zinc (Zn) 
(Whiting et al., 2001; Li et al., 2010). Además de producir sustancias fitoestimuladoras que 
promueven el crecimiento en las plantas (Meena et al., 2017). 
Dentro del grupo de PGPB, se encuentran las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) 
presentes en el suelo, las cuales contribuyen en la movilización del fosforo, ya que mineralizan 
el P presente en la materia orgánica y solubilizan el P adsorbido por minerales del suelo, 
convirtiendo los compuestos insolubles del P, en fosfatos disponibles para las plantas. El uso 
potencial de estas BSF, constituyen un instrumento estratégico para mejorar la nutrición y el 
manejo de las pasturas dentro de un marco de desarrollo sostenible de los sistemas ganaderos 
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1. Marco teórico 
1.1 Generalidades del fósforo en el suelo 
El P en el suelo está presente en diferentes formas (orgánicas e inorgánicas) que varían mucho 
en su biodisponibilidad. Estas incluyen constituyentes de minerales de roca del material de 
origen, completamente inaccesibles, diversas formas de materia orgánica (incluidos los 
constituyentes del humus y las células de organismos vivos) (Khan et al., 2014) y el fosfato 
biodisponible en solución (Dollard y Billard, 2003) (Fig. 1-1). 
 
Figura 1-1. Ciclo del fósforo en el medio ambiente. Adaptación de Phrabu et al., 2019 
El ciclo del P en el suelo, es un proceso dinámico, que involucra la transformación del P por 
procesos geoquímicos y biológicos (Arcand y Schneider, 2006) y su comportamiento en el 
ambiente se da en función de su especiación, que está directamente relacionada con la 
solubilidad, reactividad y biodisponibilidad de P (Liu et al., 2014b). Muchas de estas reacciones 
abióticas y bióticas que se desencadenan durante el ciclaje del P, ocurren en unos pocos 
segundos, mientras que otras ocurren lentamente durante varios años (Bünemann y Condron, 
2007, Frossard et al., 2011). 
Las formas de P disponibles para las plantas se encuentran en la solución del suelo como 
aniones de ortofosfato predominando las formas de H2PO4
− y HPO2
− (Frossard, et al., 1995). 
Las formas de iones ortofosfato presentes en el suelo, dependen del pH. El P que se encuentra 
en las rocas minerales de apatita, hidroxiapatitas y las oxiapatitas se caracteriza por su 
insolubilidad y porque está unido a calcio y magnesio, lo que le confiere baja solubilidad 
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(Behera et al., 2014). En el suelo, el P también puede formar complejos insolubles con óxidos 
de Fe (Fe-P) que son sensibles a las condiciones reductoras (Beauchemin et al., 2003). El P 
adsorbido por los óxidos de Al (Al-P) o los precipitados de fosfato de calcio, probablemente 
sean más sensible a los cambios de pH (Yan et al., 2014). Las transformaciones de estos 
minerales a través de procesos de fijación y precipitación, dependen altamente del pH y el tipo 
de suelo. Algunas especies de fósforo orgánico (Po) tienden a ser poco biodisponibles (Li y 
Brett, 2013).  
Todas estas series de reacciones abióticas y bióticas dependientes del pH del suelo, influyen 
en la proporción de P soluble en el suelo (DeLuca et al., 2009). De estas reacciones son 
importantes la desorción y solubilización de fósforo inorgánico (Pi) rápidamente intercambiable; 
la captación de P por parte de los microorganismos y plantas del suelo (ya sea a través de sus 
raíces o mediante hifas de micorrizas); la liberación de Pi de la fase sólida del suelo o de los 
fertilizantes, inducida por la exudación de fosfatasas y ácidos orgánicos de las raíces o 
microorganismos; la liberación de Pi de los residuos de plantas o fertilizantes orgánicos a la 
solución del suelo; y la liberación de Pi de la mineralización de materia orgánica por 
microorganismos (Frossard et al., 2011) (Fig. 1-2). 
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Figura 1-2.Transformaciones fisicoquímicos y biológicas del P en los sistemas suelo-microorganismos-
planta y solución del suelo. Po: fósforo orgánico; Pi: fósforo inorgánico. La flecha de puntos indica la 
entrada externa de fósforo y la flecha sólida muestra transformaciones internas de fósforo. Adaptación de 
Zhu et al., 2018 
La concentración del P en la solución del suelo es primeramente controlada por el equilibrio de 
la adsorción/desorción entre el Pi lábil, en la fase sólida (asociada con minerales cargados 
positivamente como óxidos de hierro y aluminio) definidas por las relaciones de concentración 
de equilibrio (Haynes and Mokolobate, 2001; Hinsinger, 2001). La adsorción (ligaciones de 
intercambio) ocurre cuando los iones de P reemplazan los grupos hidroxilo en la superficie de 
los óxidos de hierro y aluminio y los óxidos hidratados (Haynes and Mokolobate, 2001). La 
desorción es la liberación del P de estas mismas superficies hacia la solución del suelo. 
(Restrepo-Franco et al., 2015). Como resultado, el P en la solución suelo se repone fácilmente 
en respuesta a la absorción de la planta, a través de la desorción del P de la fracción sólida 
lábil (Cole et al. 1977, Whitelaw 2000). Sin embargo, solo una pequeña fracción de P en la fase 
sólida permanece en forma lábil, ya que puede adsorberse fuertemente al suelo o participar en 
reacciones de precipitación (Arcand y Schneidder, 2006). 
También el P puede fijarse fuertemente y eventualmente precipitarse como variscita (mineral 
compuesto de fosfato de aluminio dihidratado) y espinela (mineral compuesto por óxidos de 
aluminio) en suelos ácidos, o con Ca2+ en suelos alcalinos (Whitelaw 2000). Los efectos de la 
precipitación del P son significativos en suelos con valores bajos de pH, donde el doble de la 
cantidad de P adicionado por área de superficie se fija en comparación con los suelos neutros o 
calcáreos (Whitelaw 2000). 
El Po presente en la materia orgánica del suelo, puede constituir entre un 30 a 50% del P total 
en la mayoría de los suelos, aunque puede variar desde un 5% a un 95% (Zhu et al., 2018). Por 
lo general, el Po está presente como monoésteres de ortofosfato, incluidos los fosfatos de 
inositol y como diésteres de ortofosfato, polifosfatos y fosfonatos orgánicos (Bünemann, 2015). 
El contenido de Po depende de varios factores: clima, vegetación, textura, prácticas de 
fertilización, riego y drenaje, y uso del suelo. El tiempo de residencia media del Po en el suelo 
se ha estimado entre 350 y 2000 años (Kögel-Knabner, 2006).  
Dentro del Po se puede clasificar en cuatro fracciones principales: lábil, moderadamente lábil, 
moderadamente recalcitrante (ácido fúlvico-P), y altamente recalcitrante (ácido húmico-P) 
(Bowman y Cole, 1978, Randriamanantsoa et al., 2015). Todas las fracciones se pueden 
transformar en fosfato disponible para las plantas a través de la mineralización mediada por 
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microorganismos, pero a diferentes velocidades. El Po lábil se mineraliza de forma 
relativamente rápida, mientras que el fosfato de inositol (hasta el 50% del Po) no es fácilmente 
mineralizable y llega a acumulase en grandes cantidades (Cerón y Aristizábal, 2012). La 
biomasa microbiana actúa como fuente y sumidero del P del suelo y es crítica para el ciclo de P 
(es decir, la mineralización de Po mediante transformaciones catalizadas por enzimas y la 
conversión de Pi en sus células vivas durante la inmovilización de P). 
El proceso de liberación del Po a Pi se conoce como mineralización y en el suelo cuatro grupos 
de enzimas participan en esta transformación (Rodríguez et al., 2006): 
i) Las fosfatasas ácidas no específicas, que llevan a cabo la desfosforilación de los 
enlaces fosfoéster o fosfoanhidro de la materia orgánica. 
ii) Las fosfatasas alcalinas, son hidrolasas responsables de eliminar grupos fosfatos de 
varios tipos de moléculas como nucleótidos, proteínas y alcaloides. 
iii) Las fitasas, actúan específicamente provocando la liberación de fósforo del ácido fítico. 
iv) Las fosfonatasas y carbono-fósforo liasas que pueden romper las uniones carbono-
fósforo presentes en los organofosforados. 
Las actividades enzimáticas que tienen mayor importancia en el suelo corresponden a las 
fosfatasas ácidas-alcalinas y las fitasas, debido a la presencia en el suelo de los sustratos 
sobre los que actúan de forma predominante. Se han señalado incrementos en la 
biodisponibilidad de P en el suelo cuando existen aumentos paralelos en la actividad 
microbiana. Los mecanismos involucrados en la solubilización-mineralización microbiana de las 
diferentes formas de fosfato insoluble incluyen procesos de acidificación, quelación, reacciones 
de intercambio, producción de ácidos y acción enzimática, en los que se destacan las BSF por 
su eficiencia en este proceso (Kishore et al, 2015). 
1.2 Bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) 
Las BSF están involucradas en una variedad de procesos que afectan la transformación del P 
en el suelo y, por lo tanto, son parte integral del ciclo P del suelo (Behera et. al., 2014). En 
particular, estos microorganismos son capaces de transformar P insoluble en formas solubles 
(accesibles para las plantas) a través de procesos de solubilización y mineralización (Hilda y 
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
7 
 
Fraga, 1999). Probablemente sean la opción más ecológica y económica para mejorar la 
disponibilidad de P para las plantas (Owen et al., 2015). Por ello, ha llamado la atención de los 
agricultores, producirlos como inóculos y aplicarlos al suelo para mejorar el crecimiento y el 
rendimiento de las plantas (Prabhu et al., 2019, Meena et al., 2017). Además, la capacidad de 
solubilización del P de los microorganismos se considera que es uno de los rasgos más 
importantes asociados en la nutrición del P en la planta (Behera et al., 2014).  
Hay poblaciones considerables de bacterias BSF en el suelo y en la rizosfera de la planta 
(Sperber, 1958, Katznelson et al., 1962, Alexander, 1977). Dentro de los géneros de BSF más 
destacados se encuentran Achromobacter, Aereobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, 
Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Chromobacterium, 
Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Flavobacterium, Klebsiella, Micrococcus, Pantoea 
agglomerans, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella, Serratia y Thiobacillus (Zhu et. al., 2018), 
algunas de las cuales se referencian en la tabla 1-1 relacionandolas con el cultivo donde han 
sido empleadas y sus mecanismos de solubilización. En cuanto a los géneros de hongos 
solubilizadores de fosfatos más conocidos se encuentran Alternaria, Aspergillus, Fusarium, 
Helminthosparium, Penicillium, Rhizopus, Sclerotium y y Hongos Formadores de Micorrizas 
Arbusculares (HFMA) (Khan et al., 2007). Las BSF representan entre 1 y 50% de la población 
total microbiana del suelo, mientras que los hongos solubilizadores de P se encuentran entre 
0,1 y 0,5% y en menor papel lo desempeñan los actinomicetos solubilizadores de P, 
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Tabla 1-1 Bacterias solubilizadoras de fosfato más estudiadas 




Enterobacter agglomerans Tomate 
(Solanum 
lycopersicum)  
Producción de CO2 y 
ácidos orgánicos 








Yu et al., 2011b 





Producción de ácidos 
orgánicos 









Abbasi et al., 
2015 
Rhizobium leguminosarum Lechuga 
(Lactuca 
sativa) y maíz 
(Zea mays) 
Actividad fosfatasas Rodriguez y 
Fraga, 1999 
Bacillus amyloliquefaciens Maíz (Zea 
mays) 
Actividad fitasa Idriss et al., 
2002 
Pantoea agglomerans  




Acidificación Charana y 
Yoon, 2013 
Pseudomonas fluorescens 
Bacillus sp.  
Arabidopsis 
thaliana 
Actividad fitasas Ryu et al. 2005 










Acidificación Estrada et al., 
2013 





Producción de ácidos 
orgánicos 
Tahir et al., 
2013 
Fuente: autor 
De las BSF, se conoce que los géneros de Pseudomonas, Azotobacter, Burkholderia, Bacillus y 
Rhizobium aumentan la disponibilidad de P en el suelo (Jones y Oburger, 2011) y tienen la 
capacidad de solubilizar compuestos de fosfato inorgánico insolubles, tales como fosfato 
tricálcico, fosfato dicálcico, hidroxiapatita y fosfato de roca (Goldstein, 1986). 
La capacidad de solubilización de P de diferentes BSF varía según la especie, la cepa, las 
propiedades del suelo (inherentes y estacionales) y las especies de plantas (Zhu et al., 2018). 
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Se ha informado hasta un aumento máximo de P disponible en el suelo del 208% en el cultivo 
del haba (Vicia faba) en relación a las plantas sin inocular, por la acción de hongos 
solubilizadores de fosfato (Wahid y Mehana, 2000). Sin embargo, de Freitas et al., (1997) 
encontraron que la aplicación de BSF (Bacillus sphaericus, B. polymyxa y B. thuringiensis) 
incrementaron significativamente el crecimiento de las plantas, pero no la captación de P. Otros 
estudios sugieren que las mezclas de diferentes bacterias solubilizadores de P (entre las 
especies Pseudomonas chlororaphis, Bacillus cereus, y Pseudomonas fluorescens) pueden ser 
más efectivas que utilizar organismos individuales (Yu et al., 2011a). Kim et al. (1998) 
reportaron que cuando; HFMA; Glomus etunicatum y BSF (Enterobacter agglomerans) se 
aplicaron juntos, la colonización microbiana del suelo y la respuesta de la actividad fosfatasa 
fueron más altas que cuando se usaron por separado, lo que sugiere una interacción sinérgica, 
aunque los mecanismos exactos no se entienden completamente. Es probable que el aumento 
adicional en P resultante de la inoculación dual se deba a una mayor solubilización de P por 
parte de BSF a través de la producción de ácidos orgánicos, la quelación de iones y el aumento 
de la permeabilidad de las células de la raíz, así como el apoyo al establecimiento y la función 
de HFMA (la colonización micorrízica altera la fisiología de las raíces y altera las poblaciones 
microbianas) (Suri et al., 2011). 
1.2.1 Mecanismos de solubilización de fósforo por bacterias 
solubilizadoras de fósforo 
Se han identificado los principales procesos del ciclo del P en el suelo que afectan las 
concentraciones de P en la solución como lo son: (1) disolución-precipitación (equilibrios 
minerales), (2) Sorción-desorción (interacciones entre P en solución y superficies sólidas del 
suelo), y (3) mineralización-inmovilización (conversiones de P mediadas biológicamente entre 
formas inorgánicas y orgánicas) (Sims y Pierzynski, 2005; Sharma et. al, 2013). 
Sin embargo, los microorganismos que residen en la rizosfera tienen la capacidad de influir en 
el estado de los compuestos químicos presentes en el suelo mediante la absorción y liberación 
de iones orgánicos e inorgánicos. De esta manera, los microorganismos influyen en la 
disponibilidad de P en el suelo y juegan un papel importante en todos los tres principales 
procesos del ciclo del P en el suelo, descritos inicialmente (Sharma et al., 2013). 
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
10 
 
Para que ocurran estos procesos de disolución y disponibilidad de Pi, las BSF emplean 
mecanismos que permiten la solubilización y mineralización de P. Los tres mecanismos 
principales descritos por Sharma, et al., 2013 son: 
1. Liberación de sustancias que disuelven minerales como aniones de ácidos orgánicos, iones 
hidroxilo, CO2, sideróforos y protones. 
2. Secreción de enzimas extracelulares (ejemplo la mineralización bioquímica de Po). 
3. La liberación del P durante la degradación de sustratos (mineralización biológica). 
Las plantas reciben el P asimilable cuando la tasa de solubilización de P (en el caso de los 
minerales) y mineralización (cuando se trata del Po ligado, desintegración de biomasa 
microbiana) excede la inmovilización de P (por formación de minerales, incorporación por 
absorción en biomasa microbiana) (Sharma, 2013). Los mecanismos de los microorganismos 
solubilizadores de fosfato se visualizan en el esquema de la figura 1-3. 
 
Figura 1-3. Mecanismos de solubilización de Pi y mineralización de Po por microorganismos. Adaptación 
de Phrabu et al., 2018 
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 Solubilización de fosfatos inorgánicos 
Se dice que la producción de ácidos orgánicos (AO) es el principal mecanismo de solubilización 
del Pi. La producción de AO por BSF tiene acción directa en la acidificación del medio, 
quelación, precipitación y las reacciones de óxido-reducción en la rizosfera (Kucey et. al., 
1989). Algunos AO producidos por los BSF son el acético, fórmico (ácidos monocarboxílicos); 
láctico, glucónico, glicólico (ácidos hidroxy monocarboxílicos); 2-ceto glucónico (cetoácido 
monocarboxílico); oxálico, succínico (ácidos dicarboxílicos); málico (hidroxiácidos 
dicarboxílicos); y cítrico (hidroxiácidos tricarboxílicos) en medios líquidos (Tabla 1-2). Entre los 
diferentes AO producidos por bacterias, el ácido glucónico ha sido considerado como el ácido 
clave para la solubilización de fosfato (Rashid et. al., 2004). La acción de los AO en la 
solubilización de minerales puede atribuirse además a que disminuyen el pH, y a la formación 
de complejos estables con Ca+2, Mg+2, Fe+3 y Al+3. Estas reacciones cuando ocurren, previenen 
la fijación de los fosfatos que son añadidos al suelo como fertilizantes (Paredes-Mendoza y 
Espinosa-Victoria, 2009). 
Tabla 1-2. Producción de ácidos orgánicos por bacterias solubilizadoras de fosfato 
Acido orgánico Ruta biosintética Generos 
Bacterianos 
Referencia 








Singh y Amberger 
(1998 a) 
Oxálico Ácidos tricarboxílicos -Pseudomonas 
fluorescens  
Singh y Amberger 
(1998 a) 






Liu et al. (1992) 
Málico Acidos tricarboxílicos -Bacillus megaterium Singh y Amberger 
(1998b) 
Propiónico Acidos tricarboxílicos -Bacillus megaterium Chen et al. (2006) 






Halder et al. (1990) 






Illmer y Schiner 
(1992), Liu et al. 




Oxidación directa de la 
glucosa 
-Rhizobium tropici Marra et al., 2015 
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Glucónico Oxidación directa de la 
glucosa 
-Acinetobacter sp. Marra et al., 2015 
 
 
Fórmico  Burkholderia cepacia Li et al, 2010 
 
La producción de ácidos inorgánicos como el ácido sulfúrico, ácido nítrico y los ácidos 
carbónicos han sido reportados como mecanismos de solubilización de fosfatos (Rodríguez y 
Fraga, 1999), aunque se ha reportado que solubilizan menos cantidades de fósforo inorgánico 
(Pi). Es el caso de la hidroxiapatita, donde se ha informado, que el HCl pudo solubilizar menos 
P en esta fuente, que el ácido cítrico o el ácido oxálico al mismo pH (Sherma et al., 2013). 
También se ha informado que la solubilización de fosfatos ocurre incluso en ausencia de 
producción de ácido, la acidificación del medio ocurre debido a la excreción de H+, 
presentándose como un mecanismo alternativo de solubilización de fosfato inorgánico. La 
excreción de H+ se origina por asimilación del NH4
+, producción de H2CO3 en la respiración y 
extrusión de aniones de ácidos orgánicos (Prabhu et. al., 2018).  
La producción de exopolisacáridos (EPS), tiene un efecto indirecto en la solubilización de P. 
Estos son producidos en gran parte por los microorganismos en respuesta al estrés. Los 
estudios sobre exopolisacáridos microbianos han revelado su capacidad para unirse con 
metales en el suelo. Por lo tanto, pueden influir en la solubilidad de los fosfatos metálicos en el 
suelo (Ochoa-Loza et. al., 2001). También a la producción de sideróroforos se le ha atribuido su 
influencia en la solubilización de fosfatos de hierro en el suelo, ya que los siderófos son 
sustancias secretadas por los microorganismos que muestran afinidad por la quelación del 
hierro. (Prabhu et al., 2019) 
 Mineralización del fosfato orgánico 
Los compuestos de Po presentes en el suelo son los ácidos nucleicos, fosfolípidos, fosfonatos, 
ácido fítico, polifosfonatos y fosfatos de azúcar. La mineralización de estos fosfatos orgánicos 
se produce en el suelo mediante la acción de enzimas microbianas como las fosfatasas o la 
fosfohidrolasa, las fitasas, la fosfonatasa y la C-P liasas. Las fosfatasas desfosforilan los 
enlaces fosfo-éster o fosfoanhidrido de la materia orgánica liberando los iones fosfato. En 
función de su pH óptimo se dividen en ácidas o alcalinas, ambas enzimas pueden ser 
producidas por las BSF dependiendo de las condiciones externas (Kim et al. 1998; Jorquera et 
al. 2008).    
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La enzima fitasa, hidroliza los compuestos de ácido fítico o mio-inositolfosfato liberando el P. La 
fosfonatasa y la C–P liasa hidrolizan los enlaces éster de los fosfonatos (p. Ej., fosfoenol 
piruvato, fosfonoacetato) y convierten los fosfonatos en hidrocarburos e iones fosfato para su 
asimilación (Phabru et al., 2019). 
1.2.2 Efecto de la inoculación de bacterias solubilizadoras de fosfato 
en las plantas. 
Las BSF desempeñan un papel importante en la nutrición vegetal a través del aumento de la 
absorción de P por las plantas. La aplicación de estas bacterias como inoculantes, son 
esenciales para la agricultura sostenible ya que fomentan el crecimiento y el rendimiento de las 
plantas y el suministro de nutrientes para las plantas, reduciendo así el uso de fertilizantes 
químicos (Rafi et al, 2019).  
Diversos reportes han revelado el efecto en la promoción del crecimiento en las plantas por 
estos microorganismos (Sharma et al., 2013; Restrepo-Franco et al, 2015; Rafi et al., 2019). 
Esto como consecuencia de la producción de metabolitos benéficos que actúan indirectamente 
en la planta como fitohormonas  y siderórofos (Tahir et. al., 2013). 
Varios ensayos en macetas y en campo han demostrado que la aplicación de estas BSF, ya 
sea individual o combinadas con o sin fertilizantes fosfóricos mostraron un aumento en el 
rendimiento y la absorción de P del 10% al 27% (Rafi et al., 2019) e incrementaron el 
crecimiento y la producción de biomasa de varios cultivos como arroz, soya, maní, alfalfa, 
algodón, trigo y maíz, entre otros, (Patiño-Torres y Sanclemente-Reyes, 2014). Cepas de 
Pseudomonas putida, P. fluorescens y P. stutzeri han incrementado la elongación de raíces y 
tallos en tomate e incrementó los rendimientos en cultivos de papa y lechuga, (Fonseca, 2003; 
Indiragandhi et al., 2008); también aumentó el P asimilado por plantas de chile (Abbasi et al., 
2015).  
Además, el uso de BSF promueve el crecimiento de las plantas de otra manera, como 
acelerando la germinación de las semillas, mejorando la emergencia de las plántulas, 
aumentando la resistencia al estrés abiótico, protegiendo a las plantas de enfermedades y 
mejorando la morfología de las raíces (Adnan Muhammad et al., 2017). Walpola y Yoon (2013), 
estudiaron el efecto de dos cepas de BSF, Pantoea agglomerans y Burkholderia anthina, 
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observando que en condiciones de invernadero mejoraron la longitud del brote y la raíz, la 
materia seca del brote y la raíz, y la absorción de P de las plantas de frijol mungo.  
Estos estudios con BSF, permiten evidenciar los beneficios de adoptar el manejo microbiano de 
la rizosfera para la producción agrícola sostenible. Observándose la mejora de la 
biodisponibilidad de fosfato para los cultivos, estimulación el crecimiento de las raíces y los 
brotes, así como un mayor peso de los brotes frescos y secos, la absorción de fosfato y una 
mejora significativa en los rendimientos de grano y materia seca (Rafi et al., 2019).  
 
1.3 Generalidades en producción de forrajes. 
El establecimiento de la pradera en un sistema ganadero, es de vital importancia porque 
constituye la fuente de alimento más abundante y económico para los rumiantes en los 
trópicos. La productividad de un animal en pastoreo refleja el balance entre sus requerimientos 
nutricionales (demanda) y la disponibilidad del alimento (oferta) (Muñoz, 2015). 
En la obtención y utilización de pastos, intervienen un conjunto de factores, que se deben tener 
en cuenta en el momento del establecimiento de la producción de pastos, los más importantes 
son: 
Calidad y estado del suelo; tipo de pasto o material forrajero utilizado; los animales que 
pastorean en él; el clima; y manejo. 
Los forrajes están constituidos por agua, minerales, hidratos de carbono, lípidos y materiales 
nitrogenados. El primer parámetro a tener en cuenta es la cantidad de agua presente y su 
separación lo que conduce a la determinación de materia seca (MS), de la cual se puede 
sustraer el contenido de minerales, el porcentaje de materia orgánica (MO)- la cual está 
constituida por los hidratos de carbono y glúcidos- el material nitrogenado y los lípidos (Peters 
et. al., 2003; Eraso, 2014). 
La asociación de gramíneas y leguminosas es importante porque confiere ventajas como 
mayores rendimientos que cada especie sembrada en monocultivo y se obtiene un forraje más 
nutritivo. Además el uso de consorcios de leguminosas y gramíneas pueden aumentar la 
disponibilidad de nitrógeno en el suelo y reducir los costos y las aplicaciones de pesticidas y 
fertilizantes nitrogenados (Tambara et al., 2017). 
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Por ello, utilizar las leguminosas en asociación con gramíneas, representa una opción para 
solucionar el problema de la alimentación del ganado en el trópico porque mejora la 
palatabilidad del forraje y el valor nutricional como aumenta la productividad (Baumont et al., 
2008; Olivo et al., 2016). Por tanto, es importante seguir evaluando las leguminosas en 
asociaciones y bancos de proteína, para generar información que le sirva al productor e 
incremente la rentabilidad de su empresa pecuaria. 
1.4 Asociación de pastos 
La asociación de especies en praderas es una práctica que permite principalmente obtener un 
alimento adecuado (proteína, carbohidratos) reflejándose en la mayor producción de carne y 
leche. 
Según Percy (2012), las ventajas más importantes de los pastos asociados radican en: 
 Evita el timpanismo o empanzamiento del ganado, por ser más digerible. 
 Es más palatable y/o agradable para los animales. 
 Mayor rendimiento de forraje (30 T (toneladas de masa seca)-1corte-1ha-1) en 
comparación de solo leguminosa (15 T-1corte-1ha-1). 
 Evita la invasión de maleza porque al asociar pastos se consigue tener mayor cobertura 
de forraje, evitando el ingreso de luz y con ello el crecimiento de malezas. 
 En el establecimiento y/o siembra de pastos las Poaceaes (ryegrass) ayudan a 
establecer con facilidad a la leguminosa. 
 Disminuye la erosión de los suelos. 
 Incrementa la producción de leche en un 10 a 20 %. 
Las principales especies de pastos se dividen en dos grandes grupos: Poaceaes y 
leguminosas. 
1.4.1. Poaceaes 
Las Poaceaes o comúnmente llamadas gramíneas son aquellas plantas que presentan las 
hojas alargadas y angostas como: el maíz, la avena forrajera, cebada, dactylis, ryegrass, entre 
otras; estas plantas son ricas en carbohidratos que proporcionan calorías (energía), aportan la 
energía necesaria para que los animales tengan fuerza, puedan movilizarse, alimentarse y 
aprovechar dichos alimentos (Percy, 2012). 
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Las gramíneas se caracterizan por tener raíces en forma de cabellera, poco profundas, no 
resisten las sequías y por tanto, necesitan riegos permanentes (cada 8 a 10 días). Dentro del 
grupo de las gramíneas, las especies más utilizadas en el trópico alto Colombiano son: pasto 
kikuyo (Cenchrus clandestinus), ryegrass (Lolium multiflorum), avena forrajera (Avena sativa) y 
especies nativas como la falsa poa (Holcus ianatus) y el oloroso (Humiria balsamífera) (Franco, 
2017). 
 Ryegrass (Lolium spp.) 
En la zona de Trópico alto, esta gramínea es la más utilizada específicamente en las regiones 
cundiboyances y en el departamento de Nariño. Sus ventajas comparativas con el kikuyo son la 
tolerancia a las heladas, la tolerancia al chinche de los pastos (Collaria colombiensis) y un 
mayor valor nutricional (Carulla, 2004). 
Se caracteriza por su alto valor nutritivo, palatabilidad y digestibilidad siendo muy eficiente en el 
uso del N. Presenta formación de macollas, muy expansiva y agresiva que le permite cubrir 
bien el suelo y resistir fuertemente al daño por pisoteo y al pastoreo intensivo (Muñoz, 2015). 
El contenido de carbohidratos no estructurales (CNE) se considera como el principal factor que 
influye sobre el crecimiento en pastos. El uso de las reservas que se almacenan en las raíces 
principalmente, se considera que afecta tanto el período de aparición de las hojas como la 
persistencia de la pastura, pues en caso de no brindar una recuperación de reservas adecuada 
a la planta, éstas se agotarán llevando a la pastura a un estado de degradación (Fulkerson, 
2002).  
La calidad nutricional de estas especies, varía entre ellas y poseen un mayor valor energético y 
potencial de consumo que otros pastos. Los valores de proteína en general son superiores a 
los del kikuyo en condiciones similares de manejo y la proporción de N ligada a la fibra en 
detergente ácido (FDA) es menor (Jaramillo et. al, 2014). Las fibras detergente neutro (FDN), 
son buenos indicadores del contenido de fibra en el forraje, lo que indica el grado de 
digestibilidad en el animal, mientras que el extracto etéreo permite determinar 
cuantitativamente la pequeña fracción de lípidos en las pasturas (Molano, 2012).  
En la tabla 1-3, se indican las características nutricionales del pasto ryegrass.  
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Tabla 1-3. Valor nutricional promedio de muestras de pasto ryegrass de la sabana de Bogotá 
Análisis principal Unidad Promedio D.E Mín. Máx. 
Materia seca %  14.9 2.2 18.9 11.1 
Proteína cruda1 % DM 26.3 4.4 29.8 16.7 
Proteína soluble 1 % DM 14.6 4.4 18.7 9.1 
FDN1 % DM 47.4 9.4 67.9 36.0 
FDA1 % DM 28.6 5.2 36.0 19.5 
Cenizas1 % DM 12.4 0.6 12.8 11.9 
Energía neta de 
lactancia2 
(Mcal/ kg)2 1.6 0.6 1.9 1.4 
1 Datos expresados como porcentaje con base en materia seca. 2 Estimados basados en 
concentración de FDN (y = (1.12 - .00947FDN) x 2.2). Fuente: Carulla et al., 2004 
1.4.2 Leguminosas 
Una de las alternativas para mejorar la calidad de las praderas tropicales, es la introducción de 
leguminosas persistentes y compatibles con Poaceaes. La forma de utilizar las leguminosas, 
como elemento para mejorar la alimentación animal, ya sea en asociación con Poaceaes, como 
banco de proteína o en franjas, dependerá del programa de manejo y la disponibilidad de 
terreno en las unidades de producción. La asociación de Poaceaes con leguminosas, 
representa una opción económica, para mejorar la producción animal en las regiones tropicales 
(Rojas, et. al., 2005). Esta asociación permite que las leguminosas le aporten N a las Poaceaes 
y al suelo en forma gradual.  
Según Saldhana (2017), el N aportado por las leguminosas:  
 Representa la gran mayoría del N que entra en los sistemas de producción por medio 
de la fijación biológica de N. 
 Es de muy bajo costo y gran eficiencia frente al fertilizante de síntesis química. 
 Las leguminosas obtienen el 90% del N de la atmósfera. Una pastura que produce 
9.000 kg ha-1 de masa seca (MS) con 3% de N, necesita 270 kg ha-1 año-1 de N, lo cual 
significa que la FBN representa 528 kg ha-1 año-1 de urea. 
 Para cada 1.000 kg ha-1de MS se fijan aproximadamente 30 kg ha-1 de N. La 
transferencia de N a las gramíneas varía a lo largo del ciclo de la especie, el pastoreo, 
el porcentaje de leguminosas, y otros. 
 Puede no ser suficiente. El fertilizante se debe aplicar a Poaceaes para complementar 
la fijación más no para sustituirla. 
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Las leguminosas son aquellas plantas que presentan hojas anchas y pequeñas, como la alfalfa, 
tréboles, fríjol, habas, entre otras; estas plantas son ricas principalmente en proteínas que 
aportan al crecimiento y producción de los animales (Percy, 2012). Se caracterizan por tener 
una raíz principal que se profundiza en el suelo, esta característica hace que los pastos que 
pertenecen a este grupo toleren mejor la sequía, pero también necesitan riegos permanentes 
para que puedan desarrollarse en menor tiempo (Percy, 2012) 
 Trébol rojo (Trifolium pratense L.) 
Es una leguminosa que requiere suelos de textura arcillosa y con alto contenido de materia 
orgánica, se puede adaptar desde los 2.200 a 3.900 m.s.n.m, y se asocia adecuadamente con 
ryegrass. Tiene una duración de 3 a 4 años según manejo y fertilización (Percy, 2012). 
El trébol rojo se desarrolla bien en suelos de pH 5 a 7, fértiles, bien drenados, preferentemente 
de texturas pesadas y con buena capacidad de almacenaje de agua. 
Los niveles de digestibilidad se hallan entre 65 y 80% dependiendo del estado fenológico de la 
planta. Cuando se presenta la defoliación, ésta afecta la digestibilidad de la materia seca, al 
parecer mientras más frecuente sean los cortes más alta es la digestibilidad. Plantas tiernas 
presentan mayor digestibilidad y consumo, pero menor producción de materia seca (Bernal, 
1998) 
El trébol rojo resiste un pastoreo fuerte, ya que sus reservas alimenticias son acumuladas en 
órganos de la planta que no pueden ser consumidos por el ganado en un pastoreo racional. 
Mediante los pastoreos se puede controlar el porcentaje de la leguminosa en la mezcla.  
Debido a que la poaceae pastoreada fuertemente tiene desventaja para iniciar el crecimiento 
por el consumo que hace el animal de sus reservas y el trébol tendrá estos nutrientes 
disponibles para iniciar una rápida formación del área foliar, siguiendo a esto una competencia 
por luz, llevando la mejor parte la especie con un área foliar mayor (Bernal,1998). 
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2. Problema de investigación y objetivos 
2.1 Problema de investigación 
2.1.1 Planteamiento del problema  
La base de la alimentación de la ganadería especializada en leche del Trópico Alto Nariñense 
(2.700 a 3.200 m.s.n.m.) está soportada por la oferta de biomasa de praderas compuestas por 
pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus) o en asociaciones kikuyo–tréboles blanco y rojo (Trifolium 
repens L. y Trifolium pratense L. respectivamente) y en algunas regiones con ryegrass (Lolium 
sp) (Castro, 2017). Generalmente son praderas con deficiencias en su manejo y baja 
fertilización, lo que lleva a una producción animal baja y fluctuante, dependiendo de las 
condiciones climáticas y los precios de los insumos involucrados tanto en el manejo de los 
pastos como en la alimentación del hato. Además, este manejo deficiente en la relación suelo-
microrganismo-planta-animal ha generado un balance nutricional negativo por la limitada oferta 
y calidad del alimento para el ganado (Castro et. al., 2017). 
Adicional a esto, los suelos de las praderas de estas zonas han registrado alta degradación, 
pérdidas en fertilidad y afectación de las propiedades físicas, con aumentos en compactación y 
reducción en el flujo de aire, agua y nutrientes en el suelo, que se traducen en baja capacidad 
de transporte de nutrientes y absorción de los mismos por la planta. Toda esta problemática 
presentada en el manejo del suelo hace que el ganadero acuda permanentemente al uso de 
concentrados comerciales que incrementan de manera notable los costos de alimentación y 
suplementación, que en ocasiones llegan hasta niveles del 46% del costo de producción 
(Castro, 2017). 
Los suelos de la zona de trópico alto del departamento de Nariño son clasificados según lo 
establecido por “Soil Taxonomy” dentro del orden Entisol, siendo suelos fuertemente ácidos, 
muy superficiales y con muy alto contenido de aluminio (Erazo 2014). Asimismo, por ser un 
suelo derivado de materiales volcánicos (cenizas y basaltos) le confiere alta actividad biológica, 
alta capacidad de intercambio cationico dependiente del pH y la saturación de bases es baja. 
También se caracteriza por una alta capacidad buffer y alta retención de fosfatos, en razón de 
tener abundantes contenidos de aluminio y hierro activos (IGAC, 2004).  
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El desarrollo de nuevas estrategias de fertilización fosfatada donde se incluyan la aplicación de 
BSF en asociaciones de leguminosas y pastos, podría conducir a una reducción sustancial en 
la aplicación de fertilizantes de síntesis química que conllevaría a una disminución de los 
costos de producción, permitiendo la transformación del sistema ganadero en un sistema más 
sostenible.  
2.1.2 Justificación  
Los esquemas de alimentación de los sistemas de lechería especializada del trópico alto 
colombiano están basados en el uso de forrajes. Las gramíneas predominantes en estos 
sistemas son el kikuyo (Cenchrus clandestinus) y el ryegrass (Lolium sp.) (Carulla y Ortega, 
2016), mientras que las leguminosas son el trébol blanco (Trifolium repens) y rojo (Trifolium 
pratense), principalmente (Vargas et al., 2018). La incorporación de ryegrasses y tréboles, se 
ha promovido en las pasturas, ya que son menos sensibles a las bajas temperaturas y 
presentan un valor nutricional mayor respecto al kikuyo (Fulkerson et al., 2007). Sin embargo, 
los ryegrasses y tréboles tienen mayores requerimientos en la calidad química y física del 
suelo, en los niveles de fertilización, el contenido de humedad y en el manejo del pastoreo 
(Bernal, 1998). Por lo tanto, para estos forrajes se requiere una adecuada fertilización la cual 
debe ser completa y equilibrada, para conseguir buena alimentación para el ganado, y 
eficiencia económica para el ganadero (Legarda-López, et al. 2015). Es bien conocido, que las 
limitaciones de P también son una importante restricción de productividad en muchos sistemas 
de pastizales naturales (Augustine et al., 2003) y manejados (Bünemann et al., 2011). Esto 
debido, a la alta capacidad de fijación de P de la mayoría de los suelos y la baja eficiencia de 
uso de P (alrededor del 10-15%) de la mayoría de los cultivos agrícolas, lo cual significa que el 
aporte de P excedente de los fertilizantes tiende a acumularse en los suelos (Withers et al., 
2001).  
Muchos microorganismos del suelo tienen la capacidad de transformar el P insoluble en formas 
asimilables para las plantas, con lo que contribuye a su disponibilidad en el suelo; entre ellos se 
destacan, las BSF que constituyen una excelente alternativa para reducir la cantidad de 
fertilizantes aplicados a diferentes cultivos (Kaur y Reddy, 2014). Estas bacterias tienen la 
capacidad de tomar los compuestos insolubles del fósforo inorgánico (Pi) y orgánico (Po) y 
transformarlos en formas solubles (Jones and Oburger, 2011; Zhu et al., 2018).  
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Las formas dominantes del ión ortofosfato presentes en el suelo dependen del pH (Zhu et al., 
2018). A un pH entre 4,0 y 6,0, está presente como ión H2PO4
-, que puede ser absorbido por 
las plantas debido a su solubilidad en agua. Cuando el pH incrementa a 6,5 y 7,5 está presente 
principalmente como H2PO4
-, HPO4
-2 (puede ser absorbida por las raíces de las plantas en 
menor proporción que la primera) (Restrepo-Franco et al, 2015) y PO4
-3, viene siendo la forma 
más dominante (Yadav y Verma, 2012). 
Por toda esa variabilidad de formas presentes de los compuestos fosfóricos en el suelo, se ha 
generado la necesidad de estudiar las bacterias con capacidad de solubilizar y mineralizar P, 
para presentar una solución al problema de la nutrición fosfatada en pasturas del tropico alto.  
Por ello, las BSF representan una alternativa para optimizar la nutrición en las plantas, ya que, 
al transformar el P insoluble a formas de fosfato más lábiles en el suelo, mejora la nutrición 
fosfatada en las plantas (Bashan et al, 2013a), contribuyendo a su vez a la reducción de la 
cantidad de fertilizantes de síntesis aplicados a los sistemas agrícolas. Las BSF incluyen una 
amplia cantidad y diversidad de géneros. Los principales mecanismos para mejorar la nutrición 
fosfatada por las BSF son: acidificación del medio, formación de un complejo metal en solución, 
producción de enzimas fosfatasas, entre otras (Bashan et al, 2013a; Restrepo-Franco, 2015; 
Sharma et al. 2013). Sin embargo, se requiere profundizar en estudios sobre BSF que tengan 
mayor potencial en el proceso de solubilización en sistemas de producción ganaderos y en sus 
mecanismos de acción. 
2.1.3 Hipótesis 
La inoculación de BSF en la asociación ryegrass-trébol rojo permite reducir la dosis de 
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2.2 Objetivos  
 
2.2.1 Obetivo general 
 
Evaluar el efecto potencial de BSF en la disminución de la dosis de fertilización mineral 
fosfatada en la asociación ryegrass-trébol rojo del departamento de Nariño  
 
2.2.2 Objetivos específicos 
 
Seleccionar BSF asociadas a plantas de ryegrass y trébol rojo bajo condiciones limitantes de 
fosforo en el suelo. 
Evaluar el efecto de la inoculación de las cepas bacterianas seleccionadas utilizando diferentes 
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3. Caracterización de la capacidad de 
solubilización y mineralización de P de las 
cepas en estudio. 
Resumen 
Los sistemas de ganadería se basan principalmente en el uso de forrajes, siendo la siembra de 
ryegrass en asociación con el trébol rojo un alimento equilibrado para los rumiantes. Sin 
embargo, estos suelos tienen una alta retención de fosfato, lo que limita la eficiencia de los 
fertilizantes fosfatados. Las bacterias solubilizadoras de fosfatos (BSF) juegan un papel 
fundamental en la movilización del P en el suelo, convirtiendo compuestos insolubles del P en 
fosfatos asimilables para las plantas. El objetivo de este estudio fue seleccionar BSF en plantas 
de ryegrass y trébol rojo bajo condiciones limitantes de P en el suelo y evaluar su potencial 
como promotores de crecimiento vegetal en condiciones de invernadero. Diez BSF fueron 
inoculadas en plantas de ryegrass y trébol rojo junto con roca fosfórica (RF). Las cepas 
corresponden a: Beijerinckia sp. 37, Bacillus sp. XT14, Stenotrophomonas sp. A2, 
Pseudomonas spp A1, N3 y N7, Herbaspirillum sp. AP21, Azospirillum sp. D7 y Rhizobium spp. 
B02 y T88. Rhizobium sp. T88 y Herbaspirillum sp. AP21 se seleccionaron por presentar 
incrementos significativos en biomasa seca foliar de 20,31% y 44,8% en ryegrass y trébol rojo 
respectivamente, frente al control sin inoculación. Adicionalmente, se cuantificó el PO4
- soluble 
y las actividades de las enzimas fosfatasa ácida - alcalina en medio líquido con fosfato tricálcico 
y RF. Se alcanzaron mayores valores PO4
- en el medio que contenía fosfato tricálcico (3,67 mg 
P L-1) por Herbaspirillum sp. AP21 y mayor actividad fosfatasa alcalina que ácida en presencia 
de RF. Herbaspirillum sp. AP21 obtuvo 125% de eficiencia de mineralización del fitato y produjo 
sideróforos. Estos resultados muestran la capacidad de solubilizar la RF y promover el 
crecimiento vegetal en condiciones de poca disponibilidad de P en el suelo. Por lo tanto, las 
BSF seleccionadas pueden ser una alternativa en el manejo del P en praderas de Nariño.  
Palabras claves: roca fosfórica, Rhizobium, Herbaspirillum, actividad fosfatasa, sideróforos, 
fosfato soluble. 
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El Fosforo (P) es un nutriente importante que limita el crecimiento de las plantas, que a 
diferencia del nitrógeno (N) no existe una reserva atmosférica que pueda ser aprovechable 
biológicamente (Simpsons et al., 2011). El P interviene en el desarrollo radical, formación del 
tallo, flores, semillas y madurez del fruto. Por ende, es determinante en la producción de los 
cultivos (Sharma et al., 2013). La dinámica del P en el suelo se caracteriza por la fisicoquímica 
y procesos biológicos (inmovilización y mineralización). Gran cantidad de P aplicado como 
fertilizante se inmoviliza por reacción con Al+3 y con Fe+3 altamente reactivos en suelo ácidos 
(Gustafsson et al., 2012; Roberts y Johnston, 2015; Yadav y Verma, 2012). Debido a la fijación 
de fosfato, la eficiencia de uso de los fertlizantes fósforicos sintéticos agregados por las plantas 
es solo del 15% en el primer año y del 1 al 2% en los años siguientes (Kishore et al., 2015). Por 
su dinámica en el suelo, la concentración de P disponible en el suelo es de solo 0,1% del P 
total (Sherma et. al., 2013). De este modo, en la actualidad se aplican altas dosis de 
fertilizantes fosfatados de síntesis química para mantener y mejorar producción agropecuaria. 
Sin embargo, estos suelen ser caros y en el peor de los casos pueden contaminar el suelo 
acumulándose como sales que evitan el intercambio catiónico, deteriorando su calidad (Cordell 
et al., 2009). 
El uso de bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB) en la actualidad representa una 
alternativa sostenible ejerciendo un rol importante en la dinámica del P en el suelo por la 
capacidad que tienen de transformar el P insoluble en formas asimilables para las plantas 
(Rodríguez and Fraga, 1999; Khan et al., 2009). Dicho aumento en la disponibilidad para las 
plantas se genera gracias a la producción de ácidos orgánicos (AO) (glucónico, cítrico, málico, 
oxálico, entre otros) que se producen por la acción de bacterias solubilizadoras de fosfatos 
(BSF) (Marra et. al., 2015). Las bacterias que se asocian con la producción de AO que 
solubilizan fosfato son generalmente Rizobacterias entre las que se encuentran: Bacillus sp., 
(Bano y Musarrat, 2003; Wan y Wong 2004), Stenotrophomonas sp., Burkholderia, (Barra et al., 
2018; Mora et al., 2017), Pseudomonas sp., (Fernández et al., 2012; Giles et al., 2014), 
Rhizobium sp., (Sridevi y Mallaiahl, 2009), Vibrio proteolyticus, Enterobacter aerogenes (Mora 
et al., 2017) y Streptomyces sp., (Dastager & Damare, 2013), Herbaspirillum spp., (Estrada et 
al., 2013), entre otros. Así mismo, algunas BSF intervienen en la conversión del P orgánico a 
formas inorgánicas por tener la capacidad de sintetizar enzimas como fosfatasas (Acidas y/o 
alcalinas) y fitasas (Behera et. al., 2014). Entre los atributos asociados a la disponibilidad de P 
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gracias a la actividad microbiana de las BSF en el suelo está la fijación bilógica de N, la 
resistencia a enfermedades, producción de fitohormonas y sideróforos entre otros, los cuales 
conllevan a mejorar la productividad y calidad de los cultivos (Kumawat et. al., 2017). 
La rentabilidad de la producción de leche en zonas de trópico alto del Departamento de Nariño 
(Colombia), se sustenta en las prácticas de manejo del pasto ryegrass (Lolium sp.) en asocición 
con trébol rojo (Trifolium pratense L.), los cuales constituyen la fuente de alimento más nutritiva 
y económica que puede consumir un rumiante (Percy, 2012). Sin embargo, los suelos de esta 
zona se caracterizan por su alta degradación, bajos contenidos de P y poca fertilidad, 
afectando la producción de forraje en su calidad y cantidad generando poca rentabilidad y 
sostenibilidad de la ganadería (Castro et al. 2017). 
Esta investigación tuvo como objetivo evaluar el efecto de 10 cepas con potencial biofertilizante 
en la producción de biomasa seca del pasto ryegrass one50 y trébol rojo en un suelo 
suplementado con roca fosfórica (RF). Adicionalmente se caracterizó in vitro el potencial de las 
cepas de aumentar la disponibilidad del P. 
3.2 Materiales y métodos  
3.2.1 Preparación de los inoculos usados en los experimentos 
Las bacterias empleadas para este estudio corresponden a 10 cepas procedentes del Banco de 
Germoplasma de la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria (Agrosavia). Estas 
bacterias fueron seleccionadas con base a estudios previos in vitro relacionados con su capacidad de 
promoción de crecimiento vegetal en actividades como producción de sideróforos, ácido indolácetico, 
deaminasa de ACC, fijación de nitrógeno y solubilización de fosfatos (Moreno-Galván et al., 2020; 
Mendoza y Bonilla, 2014; otros resultados sin publicar). 
Las cepas fueron previamente identificadas molecularmente mediante la secuenciación parcial del 
gen 16S rRNA utilizando los primers universales 27F (5´-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´) y 1492R 
(5´- TACGGCTTACCTTGTTACGACTT-3´) como lo describen Calheiros et al. (2010) (Tabla 3-1). 
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Procedencia Cultivo Referencia 
AP21 Herbaspirillum sp. Tejido vegetal Kikuyo 
(Cenchrus 
clandestinus) 
Cortés-Patiño et al, 
submitted. 
D7 Azospirillum sp. Tejido vegetal Kikuyo 
(Cenchrus 
clandestinus) 
Cortés-Patiño et al, 
submitted”. 
XT14 Bacillus sp. Rizósfera Pasto guinea 
(Megathyrsus 
maximus) 
Moreno et al, 2020; 
Moreno-Galván et al, 
submitted 




B02 Rhizobium sp. Nódulos Fríjol caupí 
(Vigna 
unguiculata) 
Mendoza y Bonilla, 
2014; Romero-
Perdomo et al, 
submitted 




























Para los experimentos las cepas 37L, XT14, A2, A1, N3, N7, se cultivaron en medio de cultivo 
agar trípticasa de soya (TSA, Difco Laboratories, Detroit, EE. UU.), las cepas B02 y T88 en 
medio YM (g. L-1): extracto de levadura: 0,5; manitol: 10,0; MgSO4: 0,20; K2HPO4: 0,50; NaCl: 
0,10; (pH 6,8) (Vincent, 1970) y para las cepas AP21 y D7 se usó el medio DYGS (g. L-1): 
extracto de levadura: 2,0; peptona: 1,5; K2HPO4: 0,5; MgSO4*7H20: 0,5; ácido málico: 2,0; ácido 
glutámico: 1,5; glucosa: 2,0; (pH 6,8) (Döbereiner et al., 1995), a condiciones estándar: 30±2°C 
y 140 rpm de agitación durante 48 h. 
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Las suspensiones bacterianas para la inoculación de las plantas, fueron preparadas en los 
caldos mencionados anteriormente, incubadas durante 48 h., 30±2°C y en agitación constante 
de 140 rpm. Los cultivos fueron centrifugados a 10 000 xg por 10 minutos. Las células fueron 
lavadas con solución salina estéril (NaCl 0,85% pv-1) y resuspendidas en la misma solución. La 
densidad celular fue ajustada a una densidad óptica de 600 nm (DO600) de 0,2 medido en 
espectrofotómetro (Biotek, Synergy HTX, EE. UU), equivalente a 108 UFC mL-1 (D7, AP21, A1, 
N7, 37L, N3 y XT14) y 109 UFC mL-1 (A2, B02) 
3.2.2 Selección de cepas mediante ensayo con plantas de ryegrass 
y trébol rojo en condiciones deficientes de P en el suelo. 
Se desarrollaron de manera simultánea dos experimentos, uno por cada modelo vegetal en el 
invernadero, dentro de las instalaciones del Centro de Investigación Tibaitatá ubicado en el 
Kilómetro 14 vía Mosquera, Cundinamarca, Colombia. Con la finalidad de seleccionar la mejor 
cepa por modelo vegetal se diseñó un experimento completamente al azar con 12 tratamientos 
y 5 réplicas por tratamiento. Los tratamientos fueron: (1) control de fertilización de síntesis 
química sin inocular, (2) control de RF sin inocular, (3) RF + AP21, (4) RF+ D7, (5) RF + XT14, 
(6) RF + T88, (7) RF + B02, (8) RF + 37L, (9) RF + A1, (10) RF + A2, (11) RF + N3 y (12) RF + 
N7. En total, los experimentos tuvieron una duración de 85 días después de la siembra para el 
trébol rojo y 70 días para el ryegrass después del corte de homogenización, según la aparición 
de la tercera hoja en ryegrass (Villalobos y Sánchez, 2010) y el desarrollo foliar del trébol rojo.  
El suelo empleado para el experimento fue recolectado de sistemas silvopastoriles del 
municipio de Obonuco, Nariño, Colombia, clasificado dentro del orden Andisol, suborden Vitric 
Haplustands – AMBC  según Sistema Taxonómico americano (Soil Taxonomy) (IGAC, 2004). 
Este suelo se caracteriza por ser de textura franca, de profundidad moderadamente a 
ligeramente ácida con bajos niveles de P (IGAC, 2004). Para el experimento, el suelo se tamizó 
y homogenizó en una malla de 50 mm y se esterilizó en dos ciclos a 121°C a 15 lb de presión 
por 2 h. Posteriormente se distribuyó 160 g de suelo seco en cada vaso plástico (capacidad 
266 mL), el cual fue considerado una unidad experimental.  
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Justo antes de la siembra, el suelo presente en cada vaso se fertilizó con: 0,152 g (equivalente 
a 100 mg P kg-1) con RF molida (Composición en mg Kg-1: 233 200 P2O5; 518 365,4 CaO; 108 
474,8 SiO2; 15 291,6 Al2O3; 3 219,2 Fe2O3; 3 8427,5 MgO; 5 633,7 SO4; 2 058,6 K2O y 101 
722,2 P). La RF proviene de yacimientos de Aipe del departamento del Huila (Fosforita, 
Inferhuila S.A, Colombia). Los suelos fueron humedecidos previamente a la siembra con 50 mL 
de agua destilada estéril. En el momento de la siembra se aplicaron fertilizantes minerales 
solubles en solución acuosa (5 mL vaso-1) a los tratamientos con las concentraciones de 31,30 
mg de urea (90 mg N kg-1), 25 mg cloruro de potasio (KCl; 75 mg K kg-1) y solo para el 
tratamiento control con fertilización completa se adicionó 80 mg de fosfato diamónico (DAP; 
100 mg P kg-1). 
Las semillas de ryegrass (Lolium sp var. One50) y trébol rojo (Trifolium pratense L.) fueron 
desinfectadas superficialmente con hipoclorito de sodio (NaClO) al 1,5% (vv-1) durante 1 minuto 
y alcohol (70% vv-1) por 3 minutos con lavados intermedios con agua destilada estéril. Se 
sembraron en agar Gelified (Castanheira et al., 2014) en oscuridad con 64% de humedad 
relativa, 30°C±2 °C y posteriormente fueron trasplantadas después de 5 días de germinación. 
En el ensayo de trébol rojo se dejaron 5 plántulas por vaso y en el ensayo del ryegrass se 
dejaron 2 plántulas por vaso. El contenido de humedad del suelo se mantuvo al 70% de su 
capacidad de campo, adicionando agua destilada estéril.  
La dosis de inóculo por vaso fue de 1 mL (concentración aproximada de 109 UFC mL-1) 
aplicado directamente a la rizósfera según tratamiento correspondiente al momento del 
transplante, con reinoculación posterior al corte de homogenización de las plantas a los 45 días 
después de la siembra (DDS) a una altura de 8±0,5 cm del ryegrass y una altura de 1,5±0,5 cm 
del trébol rojo a los 60 DDS. El corte de homogenización se realizó para inducir el crecimiento 
uniforme en cada modelo vegetal. 
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Después de 25 días del corte de homogenización se realizó el muestreo destructivo y se tomó 
muestra de tejido foliar fresco por cada tratamiento. La variable de respuesta del experimento 
fue producción de biomasa seca. Este parámetro, se determinó después de someter a secado 
la parte aérea de las plantas de ryegrass y trébol rojo en un horno de aire caliente (Memmert, 
UF55, Schwabach, Alemania) a 60°C durante 72 h. En base a los resultados se seleccionó una 
cepa por cada modelo vegetal para su posterior caracterización in vitro en cuanto a su habilidad 
para solubilizar y mineralizar fosfato.  
3.2.3 Capacidad de solubilización de roca fosfórica, fosfato tricálcico 
y actividad fosfatasa en medio líquido de las cepas 
seleccionadas. 
Se evaluó la habilidad de las cepas bacterianas seleccionadas en solubilizar dos fuentes de 
fosfato inorgánico: Roca fosfórica (RF) y fosfato tricálcico (FTC). Cada fuente fue evaluada 
individualmente por triplicado a una concentración de 5 g L -1 en erlenmeyers con 75 mL del 
medio liquido NBRIP (National Botanical Research Institute’s phosphate) (g L-1): glucosa 10; 
(NH4)2SO4 0,1; KCl 0,2; MgSO4*7H2O 0,25; MgCl2*6H2O 5; (pH: 7.0) (Nautiyal et al., 1999). La 
suspensión bacteriana se inoculó al 1% vv-1 en cada erlenmenyer. El medio de cultivo sin 
inoculación se usó como control. Se llevaron a cabo monitoreos de fosfato soluble, biomasa 
microbiana (CFU mL-1), pH y actividad fosfatasa ácida y alcalina a los 0, 1, 3, 6, 9 y 12 días 
después de la inoculación (DDI) (Figura 3-1).    
Para la cuantificación de fosfato soluble, se tomó 1 mL del caldo del cultivo y se centrifugó a   
16 000 xg por 10 minutos, luego, del sobrenadante se tomarón 400 µL si la fuente es RF y 50 
µL del sobrenadante si la fuente es FTC. Finalmente, el contenido de P de los sobrenadantes 
se determinó mediante el Test de fosfatos Spectroquant® PMB (Merck®, Darmstadt, Alemania). 
Se leyó la absorbancia de las reacciones en espectrofotómetro (Biotek®, Synergy HTX, EE. UU) 
a una longitud de onda de 712 nm. Una curva patrón de P de 0,1 a 1,2 mg L-1 fue preparada 
con KH2PO4 (Anexo A). Adicionalmente, en los días de muestreo se determinó la población 
bacteriana (recuentos UFC mL-1) como lo reporta Wei et al., (2016). Se midió pH, tomando una 
alícuota de 4 mL del cultivo en cada tiempo de medición y mediante un potenciómetro 
(Consort® C1010, Bélgica) se registraron los valores obtenidos por cada cepa  en las dos 
fuentes de fosfato.  
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Figura 3-1. Metodología para la evaluación de solubilización de P in vitro 
La cuantificación de la actividad fosfatasa ácida y alcalina en los tiempos evaluados fue 
realizada siguiendo el procedimiento reportado por De Freitas et al. (1997). A 0,1 mL del cultivo 
se adicionó 0,1 mL de p-nitrofenil fosfato (0,05M) y 0,4 mL de buffer universal modificado a un 
pH de 6,5 o 11,0 para la determinación de fosfatasa ácida y alcalina, respectivamente 
(Fernández, et al., 2012). Después de 1 h, incubado a 37°C, la reacción se detuvo adicionando 
0,1 mL de CaCl2 (0,5M) y 0,4 mL de NaOH (0,5M). Posteriormente se centrifugó a 14 000 xg 
por 2 minutos y la intensidad del color amarillo del p-nitrofenol (pNP) fue medido en el 
sobrenadante a una absorbancia de 405 nm en espectrofotómetro (Biotek®, Synergy HTX, EE. 
UU). La actividad fosfatasa de las bacterias fue expresada como microgramos pNP producido 
por mililitro por hora. 
3.2.4 Cuantificación de ácidos orgánicos. 
Conocida la cinética de solubilización de las fuentes fosfóricas evaluadas (sección 3.2.3), se 
identificaron y cuantificaron los AO producidos en los puntos donde mostró mayor producción 
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
41 
 
de P soluble en cada bacteria. Las cepas se inocularon en medio líquido NBRIP suplementado 
con RF o FTC (5 gL-1 cada uno) y se incubaron a 30°C con agitación constante durante 6 días 
para FTC y 12 días para la RF. Los días 2 y 6 fueron muestreados en el FTC y los días 2 y 12 
en la RF. Se tomaron 25 mL de alícuota para cada cultivo y se filtraron a través de una 
membrana de celulosa con un diámetro de poro de 0,2 µm (Marciano, et al., 2019). El filtrado 
se almacenó en tubos de centrífuga tipo Falcón® de 50 mL de capacidad estériles y se refrigeró 
a 4°C para preservar la muestra.  
Se usó cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) (Agilent 1100 series, Agilent 
Technologies, USA), para identificar y cuantificar AO. Las muestras fueron procesadas por 
servicio del Laboratorio de Análisis Instrumental de la Universidad Nacional de Colombia (sede 
Medellín). La metodología utilizada según descrito por Marciano, et al. (2019), fue la siguiente: 
las muestras previamente filtradas se inyectaron en una columna cromatográfica Supelcogel C-
610H 9 µm que medía 30 cm x 7,8 mm. Los siete AO reportados en la literatura como 
involucrados en la solubilización se usaron como estándares analíticos, los cuales fueron los 
ácidos: oxálico, glucónico, malónico, láctico, fórmico, acético y propiónico. La fase móvil fue 
0,1% de H3PO4 (pH 1,81) con un flujo de 0,8 mL min
-1 y una inyección de 50 µL por muestra. El 
tiempo de adquisición de los cromatogramas se estimó en 22 minutos con intervalos de 22 
minutos entre corridas. La detección se realizó por UV a 210 nm con un detector de arreglo de 
diodos (siglas en inglés, Diode Array Detector- DAD). Las moléculas identificadas y sus tiempos 
de retención típicos fueron los siguientes: ácido oxálico (4,73 minutos), ácido glucónico (7,36 
minutos), ácido malónico (8,17 minutos), ácido láctico (10,31 minutos), ácido fórmico (11,22 
minutos), ácido acético (12,1 minutos) y ácido propiónico (14,13 minutos). La cuantificación de 
los ácidos se realizó utilizando curvas de calibración de los estándares. 
3.2.5 Determinación cualitativa de sideróforos y mineralización del 
ácido fítico. 
La detección de sideróforos se realizó empleando medio sólido Cromo azurol S (CAS) 
preparado según lo descrito por Louden, Haarmann y Lynne (2011). Se inoculó 20 μL de la 
suspensión celular estandarizada a una OD600 = 0,2 preparadas en solución salina estéril 
(NaCl, 0,85% pv-1) y se sembraron por triplicado a razón de tres microgotas por caja por 
triplicado. Luego de ser incubadas por 15 días a 30°C ± 2 la aparición de un halo de color 
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naranja en torno a la colonia se interpretó como producción de sideróforos positivo (Moreno, 
2017). 
La capacidad de producción de enzimas fitasas a cada una de las cepas seleccionadas se 
determinó de forma cualitativa en medio sólido NBRIP suplementado con ácido fítico sódico 
(C6H18O24xNa.H2O, Sigma-Aldrich, Alemania) como fuente de P orgánico a una concentración 
de 1% (pv-1). El pH del medio fue ajustado a 7,0 (Leal, 2017).  
Una vez ajustadas las suspensiones celulares, se inocularon 10 μL de la suspensión celular 
sobre la superficie del medio empleando 3 réplicas para cada cepa. Luego de 15 días de 
incubación a 30±2ºC, se realizaron observaciones del crecimiento de colonias y producción de 
halo, con el fin de estimar la eficiencia de mineralización (EM) según la metodología modificada 
de Kandil (2017): 
𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑛𝑒𝑟𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝐸𝑀) =
𝐷𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒𝑙 ℎ𝑎𝑙𝑜
𝐷𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎
× 100 
 
3.2.6 Análisis estadístico 
Los datos obtenidos fueron analizados mediante análisis de varianza a un nivel de significancia 
de 0,05. Se emplearon dos tipos de prueba de comparación de medias: Waller-Duncan para 
detectar diferencias estadísticamente significativas en el ensayo de Invernadero y test de Tukey 
para las caracterizaciones de solubilización de P in vitro. Todos los análisis fueron analizados 
empleado el software estadístico SAS Enterprise Guide (Versión 7.1, 2014, USA). 
 
3.3 Resultados  
3.3.1 Selección de las cepas en condiciones deficientes de P. 
El tratamiento de fertilización con P soluble (DAP) sin inocular, obtuvo la mayor producción de 
biomasa seca foliar en ambas modelos vegetales. En ryegrass presentó un valor significativo 
de 0,395 g planta-1 y en trébol rojo 0,092 g planta-1 de biomasa seca foliar (P<0,005). Sin 
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embargo, para analizar el efecto de las inoculaciones, se compararon estadísticamente los 
resultados de los tratamientos inoculados frente al tratamiento control de RF sin inocular (figura 
3-2 A y B).  
En ryegrass, se observó que Rhizobium sp. T88 fue la cepa con mayor efecto promotor de 
crecimiento vegetal. Las plantas inoculadas con esta cepa presentaron 0,297 g planta-1, lo cual 
representa una mejora significativa del 20,31% en comparación al tratamiento no inoculado 
(0,247 g planta-1). Seguido de este tratamiento, se encontró Azospirillum sp. D7 y Herbasprillum 
sp. AP21 con 0,257 g planta-1 y 0,251 g planta-1, respectivamente (figura 3-2 A). Todas las 
cepas, excepto Rhizobium sp. T88, no presentaron diferencias significativas respecto al 
tratamiento no inoculado. Las cepas Pseudomonas sp. A1, Stenotrophomonas sp. A2, 
Pseudomonas sp. N3, Beijerinckia sp. 37L, Rhizobium sp. B02, Bacillus sp. XT14 y 
Pseudomonas sp. N7 no incrementaron la biomasa vegetal. 
En relación con trébol rojo, se vió que Herbasprillum sp. AP21 fue la cepa con la mayor 
influencia sobre el crecimiento vegetal. El tratamiento sin inocular produjo 0,024 g planta-1, 
mientras que la aplicación de Herbasprillum sp. AP21 generó un aumento del 44.87% (0,035 g 
planta-1). También se observó que la cepa Rhizobium sp T88 aumentó la biomasa en 30,46% 
respecto al tratamiento no inoculado. Otras cepas que promovieron el crecimiento vegetal 
fueron Bacillus sp. XT14 y Azospirillum sp. D7 en 5,75% y 1,64 %, pero sin efecto significativo 
(figura 3-2 B). En las demás cepas se cuantificó una biomasa menor que el tratamiento no 
inoculado. Basado en los efectos que promovieron el crecimiento en el ryegrass perenne 
(Lolium perenne L.) con el trébol rojo (Trifolium pratense L.) con la adición de RF en 
condiciones de baja disponibilidad de P en el suelo, Rhizobium sp. T88 y Herbaspirillum sp. 
AP21 fueron seleccionados para evaluaciones adicionales.  
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Figura 3-2. Efecto de las inoculaciones de PGPB sobre la biomasa seca foliar. A. Ryegrass perenne 
(Lolium perenne var. One50). B. Trébol rojo (Trifolium pratense) en suelos deficientes de P. Las medias y 
las desviaciones estándar son el resultado de tres repeticiones por tratamiento. Los asteriscos indican 
diferencias significativas entre el tratamiento inoculado con fosfato de roca en comparación con el 
tratamiento no inoculado con fosfato de roca basado en la prueba de Duncan (P<0,005). (RF) indica 
fosfato de roca. 
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3.3.2 Capacidad de solubilización de roca fosfórica, fosfato tricálcico 
y actividad fosfatasa en medio líquido de las cepas 
seleccionadas. 
Se observó que las cepas Herbaspirillum sp. AP21 y Rhizobium sp. T88 iniciaron la 
solubilización de la RF hasta el día 12 después de la inoculación (DDI) (P<0,005). Rhizobium 
sp. T88 en el día 12 DDI, presentó un valor de 0,025 mg PO4
-3 L-1 con pH de 6,9. Así mismo, la 
cepa Herbaspirillum sp. AP21, al final de la evaluación (12 DDI) presentó un valor de 0,05 mg 
PO4
-3 L-1 con pH de 6,9. Los controles sin inocular no presentaron concentraciones de P soluble 
y su pH se mantuvo en 7,7. En ambos casos, se observó que mientras no se detectó P soluble 
en el medio, su pH se mantenía en las condiciones iniciales. Adicionalmente, la población 
bacteriana de la cepa Rhizobium sp. T88 a los 6 DDI fue de 2 x 107 UFC mL-1, mientras que 
Herbaspirillum sp. AP21 mostró mayor crecimiento desde las 24 horas de incubación con una 
población bacteriana de 6,2 x 107 UFC mL-1 (figura 3-3 A, C). 
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Figura 3-3. Capacidad de solubilización de fosfatos (P soluble, cambios de pH y población bacteriana) 
de las cepas Herbaspirillum sp. AP21 y Rhizobium sp. T88 durante 12 días en medio líquido NBRIP. A. 
Herbaspirillum sp. AP21, en roca fosfórica como fuente de P. B. Herbaspirillum sp. AP21, en fosfato 
tricálcico como fuente de P. C. Rhizobium sp. T88, en roca fosfórica como fuente de P. D. Rhizobium sp. 
T88, en fosfato tricálcico como fuente de P. Las medias y las desviaciones estándar son el resultado de 
cinco réplicas. Las barras indican la desviación estándar de cinco réplicas. 
 
Ahora bien, la solubilización de FTC se presentó a partir de las 24 h de incubación para cada 
una de las cepas; Herbaspirillum sp. AP21, alcanzó el punto máximo a los 9 DDI con una 
concentración de 3,68 mg PO4
-3 L-1 con pH de 4,25, y Rhizobium sp. T88 en el 6 DDI alcanzó 
su valor máximo de 2,43 mg PO4
-3 L-1 con pH de 4,52. Además, la población bacteriana de la 
cepa Herbaspirillum sp. AP21 durante los 12 días de evaluación incrementó de 107 a 108 UFC 
mL-1. Para la cepa Rhizobium sp., el crecimiento fue gradual, hasta alcanzar en el 6 DDI, una 
población de 1,8 x 109 UFC mL-1 y luego comenzó su descenso (figura 3- 3 B, D). Se evidenció 
que las cepas solubilizaron mayor cantidad de P con una caída significativa de pH a partir de 
esta fuente de P. 
 Actividad de las enzimas fosfatasas ácida y alcalina en medio líquido.  
La actividad de las enzimas fosfatasas ácida y alcalina se evidenció en ambas cepas 
evaluadas, observándose que su actividad estaba relacionada con la fuente de P y la 
acidificación del medio. En presencia de RF, la actividad de la fosfatasa alcalina fue más 
significativa en el 12 DDI (P<0,005) en ambas cepas. Herbaspirillum sp. AP21, presentó una 
actividad fosfatasa alcalina de 25,03 µgpNP.mL-1h-1 y Rhizobium sp. T88 alcanzó una actividad 
fosfatasa alcalina de 7,6 µgpNP.mL-1h-1 (Tabla 3-3). 
Por otro lado, en presencia de FTC, la enzima fosfatasa ácida tuvo mayor actividad, aunque en 
menor concentración celular. La cepa Rhizobium sp. T88, presentó la mas alta actividad 
fosfatasa ácida (P<0,005) el 9 DDI (3,87 µmolpNP.L-1h-1), mientras que Herbaspirillum sp. 
AP21, el 3 DDI presentó la mas alta actividad fosfatasa ácida (1,18 µmolpNP.L-1h-1) (Tabla 3-3). 
 
3.3.3 Producción de sideróforos y mineralización de ácido fítico 
Bajo las condiciones experimentales realizadas, sólo Herbaspirillum sp. AP21, exhibió actividad 
fitasa. La actividad fitasa fue expresada en el medio NBRIP suplementado con fitato de sodio, 
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encontrándose una eficiencia de mineralización de 125%, indicando que el tamaño del halo fue 
1,2 veces mayor que el diámetro de la colonia (tabla 3-3).  















































































































12 7,58 ± 0,14
a 







: Promedios (n=3). Letras iguales no son estadísticamente diferente (P<0,005) según el Test de Tukey. 
NBRIP-RF (NBRIP +5 gL
-1
 roca fosfórica) y NBRIP-FTC (NBRIP + 5 gL
-1
 fosfato tricálcico). 
2
: Promedio 
(n=9). E.M: Eficiencia de mineralización. Sider: Producción de sideróforos. (-) Indica la ausencia de la 
actividad. (+) Indica la presencia de la actividad. 
Del mismo modo, Herbaspirillum sp. AP21 produjo halo alrededor de la colonia de color 
amarillo en el agar CAS, indicando ser positiva en la secreción de sideróforos (figura 3-4). 
Rhizobium sp. T88, no exhibió mineralización de fitato ni producción de sideróforos.  
   
Figura 3-4. Mineralización de fitato y producción de sideróforos por Herbaspirillum sp. Izq: zona de halo 
formada alrededor de la colonia. Medio NBRIP con ácido fítico sódico (C6H18O24xNa y H2O), 10 g L
-1
. 
Der: Producción sideróforos en medio CAS. Ensayo de nueve réplicas. 
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3.3.4 Identificación y producción de ácidos orgánicos 
Ambas cepas produjeron AO con las dos fuentes de P (tabla 3-4). Cinco AO, incluyendo ácido 
oxálico, ácido glucónico, ácido láctico, ácido acético y ácido fórmico fueron detectados en el 
sobrenadante del cultivo inoculado con Rhizobium sp. T88 suplementado con RF a los 2 y 12 
DDI. El ácido glucónico presentó la más alta concentración (1.456,2 mg L-1) a los 2 DDI, 
seguido del ácido láctico (79,2 mg mL-1). Asimismo, en la cepa Herbaspirillum sp. AP21, se 
detectaron los ácidos: oxálico, glucónico y formico a los 12 DDI, siendo el ácido glucónico el 
que presentó la concentración más alta a los 2 DDI en el medio (54,57 mg L-1).   
En cambio, solo dos AO incluyendo ácido oxálico y ácido glucónico fueron detectados en 
ambos sobrenadantes de Rhizobium sp. T88 y Herbaspirillum sp. AP21 en el medio de cultivo 
con FTC, el ácido glucónico fue el que presentó la concentración mas alta para Herbaspirillum 
sp. AP21 (119,3 mg L-1) a los 6 DDI. En cambio, Rhizobium sp. T88 solo se detectó ácido 
glucónico a los 6 DDI.  
Tabla 3-4. Identificación y cuantificación de ácidos orgánicos en cultivos líquidos 
Cepa  


















2 1,39 0,1 53,19 11,5 - - - - - - 
6 2,19 0,2 119,27 105.5 - - - - - - 
Rhizobium sp. 
T88 
2 2,01 0,0 - - - - - - - - 
6 1,78 0,4 45,97 2,4 - - - - - - 





2 5,01 0,3 54,57 1,9 - - - - - - 
12 5,69 0,7 46,40 3,7 - - - - 32,16 7,9 
Rhizobium sp. 
T88 
2 4,96 0,1 1456,18 206 79,21 3,2 34,54 4,2 - - 
12 41,46 9,4 - - 61,55 12,1 - - 34,48 1,0 
Promedio de tres réplicas (n=3). D. E: desviación estándar. (-) ausente 
 
3.4 Discusión 
3.4.1 Selección de cepas mediante ensayo con plantas de ryegrass y 
trébol rojo en condiciones deficientes de P. 
El mantenimiento de una producción agrícola sostenible en condiciones de escasez de P, es un 
desafío permanente y generalmente costoso para los agricultores que cultivan en suelos 
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ácidos, donde la fertilización con P es necesaria. El estudio de bacterias fosfato solubilizadoras 
como solución biotecnológica al sector agropecuario se ha realizado desde hace varios años en 
diversos cultivos. Son varias las metodologías bajo condiciones in vitro e in vivo (invernadero y 
campo) que se han reportado y que varios investigadores han encontrado diferencias y 
contradicciones entre estas con los resultados obtenidos (Granada et al 2018; Kishore et al 
2015; Bashan et al 2013 a). Una de las principales sugerencias es llevar a cabo una selección 
efectiva de las bacterias fosfato solubilizadoras. Para esto, se ha recomendado evaluar el 
efecto promotor de crecimiento vegetal de las cepas en estudio con la planta de interés bajo 
condiciones nutricionales limitadas de P (Granada et al 2018). Esta sugerencia surgió porque 
en muchos estudios se seleccionaban bacterias fosfato solubilizadoras a partir de pruebas in 
vitro que miden la capacidad de solubilización de P sin usar la planta y sin condiciones 
ambientales, que influyen significativamente sobre el potencial de promoción de crecimiento 
(Lobo et al 2019). Collavino et al 2010 y Bashan et al 2013b sugieren que el objetivo de las 
pruebas in vitro es conocer más el metabolismo de las cepas, pero no generar una selección 
final para continuar con pruebas en invernadero o campo. El primer objetivo del presente 
estudio buscó seleccionar dos bacterias fosfato solubilizadoras que aumentaran la biomasa de 
ryegrass (Lolium var. One50) y trébol rojo (Trifolium pratense) bajo condiciones que 
promovieran las actividades metabólicas relacionadas con P, como la aplicación de una fuente 
insoluble (roca fosfórica) y el uso de suelo con bajo contenido de P soluble. 
Los resultados permitieron inferir que hubo una respuesta diferente significativa por parte de la 
inoculación PGPR en el crecimiento vegetal de ambas plantas.  
En general, la cepa que mayor potencial mostró para promover el crecimiento vegetal fue 
Rhizobium sp. T88, pues incrementó significativamente la biomasa seca de los dos modelos 
vegetales. La especificidad y efectos positivos de rizobios con leguminosas es de los temas 
más investigados en promoción de crecimiento vegetal, al punto que se ha encontrado que el 
70% del microbioma de las raíces está constituido por bacterias del género Rhizobium sp. 
(Hartman et al. 2017). Por otro lado, también en ryegrass perenne, se han encontrado géneros 
específicos de Methylobacterium sp., Rhizobium sp., Pseudomonas sp., Stenotrophomonas sp. 
y Enterobacter sp., enriqueciendo la rizosfera, rizoplano y endosfera de las raíces de esta 
gramínea (Chen et al., 2016).  
Adicionalmente, Herbaspirillum sp. AP21 también mostró influencia benéfica, específicamente 
sobre el trébol rojo. Aunque Herbaspirillum sp., ha sido estudiada ampliamente en plantas no 
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo 
mediante el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato 
51 
 
leguminosas del género Poáceas (arroz, maíz, sorgo y caña de azúcar), bacterias 
pertenecientes a este género PGPR también se han encontrado endofíticamente asociada en 
nódulos de plantas dicotiledóneas como Phaseolus vulgaris y han ejercido influencia benéfica 
sobre el desarrollo vegetal (Alori et al 2017; Estrada-Bonilla et al 2013; Monteiro et al., 2012). 
Sorprendentemente, Herbaspirillum sp. AP21 promovió la biomasa del trébol rojo más que 
Rhizobium sp. T88. A pesar de que la dosis aplicada de urea (100%) a todos los tratamientos 
suministra teóricamente los requerimientos nutricionales del trébol rojo, supusimos que cierta 
cantidad de nitrógeno asimilable de la fijación simbiótica de nitrógeno con Rhizobium sp. T88 
podría aumentar aún más la biomasa. Sin embargo, se observó pocos nódulos y la mayoría de 
ellos eran blancos, lo que indica que estaban inactivos. En este caso, planteamos la hipótesis 
de que la deficiencia de P en el suelo podría haber limitado significativamente el proceso de 
nodulación efectivo. Posiblemente Rhizobium sp. T88 aumentó el crecimiento del trébol rojo por 
otros mecanismos de promoción del crecimiento de las plantas, donde Herbaspirillum sp. AP21 
fue más efectivo. Rhizobium y Herbaspirillum se han destacado principalmente por supotencial 
en la fijación de nitrógeno (Kour et al 2019); Sin embargo, este estudio mostró su potencial 
como promotores del crecimiento de las plantas en condiciones limitantes de P. 
En contraste, algunas cepas como Beijerinckia sp. 37L, Pseudomonas sp. N7 y Bacillus sp. 
XT14 no mejoraron la biomasa vegetal. Según Prosser et al 2007, estos efectos diferenciales 
podrían estar asociada a la relación evolutiva entre las diferentes especies de plantas y 
bacterias, y las propiedades químicas y físicas del suelo.  
Se utilizó un tratamiento no inoculado con la aplicación DAP. Esto se realizó para evidenciar el 
efecto de la baja disponibilidad de P soluble para la planta y para determinar si el efecto de 
cualquier microorganismo podría generar una respuesta similar en las plantas. Con base en los 
resultados obtenidos, inferimos que la ausencia de P disponible afecta negativamente al trébol 
rojo más que al ryegrass, y que la aplicación bacteriana podría reducir la dosis de DAP. Las 
condiciones limitantes de P en el suelo, la adición de RF y la esterilización del suelo que 
permitió disminuir poblaciones microbianas nativas, permitieron observar que en los 
tratamientos inoculados los efectos son el resultado principalmente de la interacción de planta-
microorganismo-suelo. Ya que estas condiciones son necesarias para evidenciar que las 
plantas respondan a un aumento de P soluble generado por la acción microbiana (Ramirez y 
Kloepper, 2010). Sin embargo, los resultados también permitieron observar la enorme 
dependencia de la fertilización con P para la producción de estos forrajes, ya que las 
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condiciones deficientes de P soluble, pudieron desencadenar alteraciones en el aparato 
fotosíntetico provocando reducción del rendimiento y desarrollo de las plantas (Hernández y 
Munné – Bosch, 2015). 
3.4.2 Capacidad de solubilización de roca fosfórica, fosfato tricálcico, 
actividad fosfatasa y producción de ácidos orgánicos en medio 
líquido. 
Para evaluar la capacidad de BSF para solubilizar P, utilizamos RF y FTC como fuentes 
insolubles.  
Se utilizó FTC porque es una fuente 10 veces más soluble que RF (Sánchez et al., 2012). Por 
lo tanto, permitió comparar la dinámica de solubilización de las cepas seleccionadas en dos 
fuentes de P con diferentes niveles de solubilidad. Las cepas bacterianas mostraron una 
disminución en el pH y simultáneamente aumentaron el P soluble durante su crecimiento en el 
medio líquido NBRIP. En general, la disminución notable en el pH fue más prominente en el 
FTC que en la RF, así como en las concentraciones más altas de P. soluble. La correlación 
inversa entre estas dos variables ha sido señalada por otros autores como Park et al (2010) y 
Pereira y Castro (2014), sugiriendo que la acidificación podría facilitar la solubilización de 
fosfatos inorgánicos. Varios investigadores han argumentado que la condición ácida puede ser 
causada por dos factores: la asimilación de las fuentes de nitrógeno y la secreción de ácidos 
orgánicos durante el crecimiento de bacterias (Gyaneshwar et al., 2002; Scervino et al., 2010; 
Beltran, 2014). Según Beltrán (2014), la capacidad de solubilización de P también depende de 
la fuente de nitrógeno utilizada en el medio de cultivo. Se han registrado tasas de solubilización 
más altas en presencia de sales de amonio que cuando se usa nitrato como fuente de 
nitrógeno. El medio utilizado en esta prueba fue NBRIP, que está compuesto de sulfato de 
amonio. La asimilación de amonio genera una extrusión de protones, produciendo un pH 
extracelular más bajo (Gyaneshwar et al., 2002; Scervino et al., 2010). Por lo tanto, esta 
condición podría haber influido en la disminución del pH en las dos cepas. 
En relación con los AO, su producción se produce en el periplasma de muchas bacterias gram 
negativas a través de la vía de oxidación directa de la glucosa (Babu-Khan et al., 1995: Zaidi et 
al. 2009). Los AO se difunden libremente de las células y pueden provocar la liberación de 
grandes cantidades de P soluble por reacciones de quelación y disociación (Sharma et al., 
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2013). En el FTC, observamos que las dos cepas producen ácidos orgánicos, siendo el ácido 
glucónico que se encuentra en mayor concentración que el ácido oxálico. Estos ácidos han sido 
los más identificados en la solución de FTC y se han identificado como el principal mecanismo 
involucrado para su solubilización por bacterias (Bashan et al., 2013b; Estrada et al., 2013). 
Otra observación que se evidenció fue la tendencia inversa entre la biomasa bacteriana y el pH. 
Por ejemplo, Herbaspirillum sp. AP21 presentó una correlación negativa (R = -0.55) (tabla 3-5) 
con la concentración de P soluble en NBRIP que contiene FTC. Rodríguez y Fraga (1999), 
informaron que la posible cinética de la solubilización de P por microorganismos podría estar 
relacionada con la diferenciación de la velocidad de liberación y absorción de P. Explican que, 
si la velocidad de absorción bacteriana es mayor que la de solubilización, una disminución en la 
concentración de P en el medio se observará. Estos resultados indicaron que Herbaspirillum 
sp. AP21, posiblemente utilizó la mayor parte del P liberado para formar parte de sus 
componentes celulares (Teng et al., 2019). 
En el caso de la RF, se observó que ambas cepas necesitaban más tiempo (12 DDI) para llevar 
a cabo su solubilización que con el fosfato tricálcico. Además, las cepas sintetizaron una mayor 
variedad de AO con RF que el FTC. Herbaspirillum sp. AP21 fue capaz de producir ácido 
glucónico> ácido fórmico> ácido oxálico, mientras que Rhizobium sp. T88 produjo ácido 
láctico> ácido oxálico> ácido fórmico. Babana y col. (2013), mostraron que una cepa de 
Pseudomonas sp., solubilizó la RF de Tilemsi (90 mg L-1) mediante la producción de ácido 
glucónico y oxálico. Así mismo, Do Carmo et al. (2019) mostraron que el ácido láctico, el ácido 
acético y el ácido propiónico producidos por Bacillus megaterium, B. subtilis y B. licheniformis 
liberaron P soluble de fluoroapatita. Las bajas cantidades de P soluble en el medio de cultivo de 
ambas cepas bacterianas con RF pueden estar relacionadas con su composición. La RF 
utilizada contiene 10,17% de P y un alto contenido de calcio (51,8%) como CaO. Se ha descrito 
que este tipo de RF presenta una reacción mínima en el suelo porque la liberación de P es 
lenta y en pequeñas cantidades en el suelo (Schwaner Shirley, 2006). En nuestro caso, la 
contribución de CaO podría permitir que el pH del NBRIP tienda a la neutralidad, lo que indica 
su alta capacidad de amortiguación, pero limita el proceso de solubilización. 
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Tabla 3-5. Correlaciones de Pearson entre producción de P soluble, actividad fosfatasa ácida y 



















































































** La correlacion es significativa P=0,001. (-) Indica correlación negativa. P: fosforo; FTC: fosfato 
tricálcico; RF: roca fosfórica 
En nuestro estudio, la producción de fosfatasas estuvo influenciada por parámetros como pH y 
concentración de P soluble en el medio. La expresión de las enzimas fosfatasa ácida y alcalina 
en Herbaspirillum sp. AP21 y Rhizobium sp. T88 fueron detectadas en los sobrenadantes con 
las dos fuentes de fosfato (RF y FTC), observándose una correlación positiva y negativa acorde 
con la concentración de P soluble y el pH del medio (Tabla 3-5).  
En presencia de RF, Herbaspirillum sp. AP21 y Rhizobium sp. T88, correlacionaron 
positivamente la actividad fosfatasa alcalina (r2=0,75 y 0,67 respectivamente), con el P 
solubilizado. Similares hallazgos fueron encontrados por Teng et al. (2019) y Pereira y Castro 
(2014), donde la actividad fosfatasa ácida se correlacionó positivamente con el P soluble 
liberado a partir del FTC produciendo una disminución del pH en el medio, el cual, lo 
relacionaron con la incidencia de la expresión de la enzima con la disminución del pH del 
medio. En nuestro caso, se observó mayor actividad fosfatasa alcalina en presencia de RF, 
probablemente debido a que el pH del medio solo se redujo hasta 6,9 al final del ensayo (12 
DDI), indicando que la expresión de la enzima fue estimulada por el pH del medio, siendo 
cercana a la neutralidad. Aunque es poco probable que la actividad de la fosfatasa alcalina 
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influya directamente en la solubilización de P inorgánico, se ha descrito en procariotas el 
despliegue de señales para detectar agotamiento de nutrientes en la que intervienen sistemas 
reguladores de dos componentes (Kim y Forst, 2001), el cual puede estar involucrado en la 
expresión de estas enzimas bajo estas condiciones limitante de P en el medio de cultivo. Por tal 
razón, se ha sugerido que la síntesis de estas enzimas fosfatasa se estimula cuando el nivel de 
P inorgánico en el medio de crecimiento es limitante (Dick et al., 2011; De Freitas et al. 1997). 
Por ello, la relación aparente entre la solubilización de P y la actividad de fosfatasa es una 
coincidencia (De freitas et al. 1997). La fosfatasa alcalina también fue expresada en el medio 
ácido resultante de la solubilización del FTC por Herbaspirillum sp. AP21. Una correlación 
negativa significativa entre el P soluble y la actividad fosfatasa alcalina (r2=-0,69), fue 
observada, indicando que, al aumentar las concentraciones de P soluble, la actividad fosfatasa 
alcalina descendía, acorde al descenso del pH en el medio, el cual no favorecía su expresión. 
Solo Rhizobium sp. T88, presentó una correlacion inversa significativa entre la actividad fostasa 
ácida y el P soluble (r2=-0,844) a partir de FTC. Probablemente se debe a que Rhizobium sp., 
descendió el pH hasta 3,7 en la solubilización del FTC, estimulando la mayor expresión de 
fosfatasa ácida en el medio.  
La expresión de los dos tipos de enzimas fosfatasas, fue también observada en un estudio 
realizado por Fernández et al., (2012), con una cepa de Pseudomonas sp., la expresión de la 
actividad fosfatasa alcalina (Rango entre 48 a 61 μgpNP mL−1 h−1) y la actividad fosfatasa ácida 
(De 40 a 60 μgpNP mL−1 h−1) fue evidente a un pH final de 4,2 a 5,8 a partir de la fuente de 
FTC. La expresión de la enzima fosfatasa alcalina a un pH ácido, o la enzima fosfatasa ácida 
en un pH alcalino también fue observada en este estudio. A partir de este comportamiento, este 
estudio sugiere que a pesar de que las fosfatasas se clasifican de acuerdo con su pH óptimo, 
su expresión está más determinada por las condiciones nutricionales del medio que activan los 
mecanismos metabólicos que le permitan mantener la supervivencia celular. Esto se puede 
relacionar con lo presentado en la población de Rhizobium sp. T88, lo cual, mostró una 
correlación positiva (R2= 0,91) con el P soluble y una correlación inversa con la actividad 
fosfatasa ácida (R2 = -0,68), indicando que la actividad de esta enzima tuvo una relación 
significativa con el crecimiento de la bacteria, permitiendo deducir que los metabolitos 
(principalmente enzimas) de las BSF producidos durante su crecimiento, podrían estar 
involucrados en los procesos de adquisción de P (Zhao y Zhang, 2015).  
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Los resultados obtenidos en este estudio, permiten corroborar, que la solubilización de P es un 
proceso relacionado con el metabolismo nutricional de los microorganismos, el cual activan 
diversos mecanismos bioquímicos que le permitan obtener el P requerido para sus procesos 
fisiológicos. Por ello, las BSF para llevar a cabo la transformación de P insoluble a soluble en 
fosfatos y ortofosfatos, lo realizan principalmente por la secreción de AO, pero pueden poseer 
otros mecanismos como la producción de enzimas, quelación, intercambio de iones, entre otros 
factores (Da Silva et. al., 2017) para ser mas efectiva la adquisición de P requerido.  
3.4.3 Producción de sideróforos y mineralización del fitato. 
En cuanto a la mineralización del ácido fítico, Herbaspirillum sp. AP21 exhibió la capacidad de 
producir fitasas. En contraste, Rhizobium sp T88 no demostró esta capacidad. Se ha informado 
sobre la influencia positiva de ls cepas productoras de fitasa en el crecimiento de las plantas 
cuando se suministra fitato (Richardson et al., 2011; Rodriguez et al., 2006). Curiosamente, 
hasta el momento, no hay publicaciones sobre la actividad de fitasa en el género 
Herbaspirillum. Con respecto al Rhizobium, los estudios han demostrado que la síntesis de 
fitasa es un rasgo PGPR poco evidenciado (Hernández et al, 2015). La producción de fitasa es 
una actividad importante porque permite la adquisición de P a partir de formas orgánicas, que 
es un depósito de P en el suelo que las plantas utilizan mínimamente. En conjunto, todos estos 
datos indican que la solubilización y mineralización de P podrían coexistir en la misma cepa 
bacteriana. 
Además de los mecanismos de P, otras actividades en las bacterias promotoras del crecimiento 
de las plantas también pueden mejorar el crecimiento de las plantas al aumentar la 
disponibilidad de hierro y estimular la síntesis de fitohormonas. La característica PGPB 
relacionada con el hierro es la producción de sideróforos. Aquí, informamos que Herbaspirillum 
sp. AP21 produjo sideróforos, mientras que con Rhizobium sp T88 los resultados fueron 
negativos. Dentro del género de Herbaspirillum, se ha detectado la producción de sideróforos 
en las especies H. seropedicae, H. canariense, H. soli y H. aurantiacum (Carro et al 2011; 
Pedroza et al, 2011). Además de aumentar la disponibilidad de hierro, los sideróforos también 
tienen un efecto antagónico, lo que permite reducir las poblaciones microbianas que pueden 
afectar a la planta. Estos hallazgos nos llevan a considerar que una o varias de estas 
características podrían estar asociadas a la respuesta de la planta (Romero-Perdomo et al 
2017). 
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Esta investigación proporciona un punto de partida para futuras investigaciones con Rhizobium 
sp. T88 y Herbaspirillum sp. AP21 para evaluar su potencial biofertilizante en cultivos 
intersiembra entre ryegrass perenne y trébol rojo. Además, estudios han demostrado la 
contribución específica de los mecanismos de P y otras actividades sobre parámetros 
nutricionales, enzimáticos y moleculares en la planta y en el suelo son necesarios llevar a cabo. 
3.5 Conclusiones  
La inoculación de las bacterias solubilizadoras de P generaron respuestas diferentes 
significativas en el crecimiento de la planta. Rhizobium sp. T88 y Herbaspirillum sp. AP21 
fueron cepas que mostraron el mayor potencial para promover la biomasa seca en el ryegrass 
perenne (Lolium var. One50) y en el trébol rojo (Trifolium pratense) junto con la aplicación de 
RF en un suelo deficiente en P. Es posible que las bacterias hayan ejercido su efecto 
beneficioso en las plantas a través de actividades de promoción vegetal. Las dos cepas fueron 
capaces de solubilizar fosfato tricálcico y roca fosfórica produciendo AO y fosfatasas ácidas y 
alcalinas. Asimismo, Herbaspirillum sp. AP21 produce fitasas y sintetiza sideróforos. 
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que las cepas del género Rhizobium sp. y 
Herbaspirillum sp., usadas en este estudio, son promisorias para su uso como biofertilizantes 
en pasturas, al presentar capacidades de solubilización de los fosfatos insolubles y en el caso 
de Herbaspirillum sp mostró un potencial de mineralización del P orgánico, el cual, pueden 
favorecer la disponibilización del P para las plantas.  
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4. Influencia de la inoculación de BSF en la 
reducción de las dosis de fertilizantes 
fosfóricos solubles en la asociación 
ryegrass-trébol rojo. 
Resumen 
Los fertilizantes fosfatados juegan un papel importante en la nutrición vegetal de las gramíneas 
y leguminosas utilizadas para alimento del ganado. Diferentes fuentes de fertilizantes fosfóricos 
tienen alta solubilidad (fosfato diamónico-DAP) y baja solubilidad (roca fosfórica-RF). El objetivo 
de este estudio fue evaluar el efecto de las inoculaciones de las cepas de Rhizobium sp. T88 y 
Herbaspirillum sp. AP21 en forma individual y coinoculada junto a diferentes dosis de DAP 
(75% y 50%) complementadas con RF (25% y 50%), en una siembra asociada de ryegrass 
(Lolium perenne var. One50) y trébol rojo (Trifolium pratense). Un diseño factorial aumentado, 
en cuatro bloques al azar y con tres réplicas por bloque se estableció durante 115 días en 
condiciones de invernadero. Se plantearon diez tratamientos: (1) control positivo, 100% 
DAP+0%RF; (2) 75%DAP+25% RF; (3) 50%DAP+50% RF; (4) control negativo, 
0%DAP+100%RF; (5) AP21+75%DAP+25%RF; (6) AP21+50%DAP+50%RF; (7) 
T88+75%DAP+25%RF; (8) T88+50%DAP+50%RF; (9) AP21+T88+75%DAP+25%RF; (10) 
AP21+T88 +50%DAP+50%RF. Se cuantifico la biomasa seca y contenido foliar de N, P, K, Ca 
y Mg en dos cortes realizados a las plantas; Al final del ensayo al suelo se le realizó 
fraccionamiento secuencial de P y la actividad de las fosfatasas ácida y alcalina fueron 
cuantificadas. Los efectos de las inoculaciones fueron más evidentes en el segundo corte. 
Nuestros resultados revelaron que Rhizobium sp. T88 junto a la dosis de 75% DAP, 
proporcionó mayor disponibilidad de P moderadamente lábil de las formas inorgánicas (368,4 
mg P kg-1) y mayor contenido de P foliar (2,0 g P kg-1), comparado con aquellas plantas que no 
fueron inoculadas. Por el contrario, Herbaspirillum sp. AP21 proporcionó mayor mineralización 
del P orgánico moderadamente lábil en coinoculación al 50%DAP (264,6 mg P kg-1) y expresó 
mayor actividad de la fosfatasa alcalina (39,8 µg PNPg-¹ ss.h-¹). Por lo tanto, el uso de estas 
cepas podría ser un complemento prometedor para la fertilización fosfórica en suelos con 
deficiencia de P y potencialmente reducir las tasas de aplicación de fertilizantes solubles en las 
praderas. 
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Palabras claves: PGPB, fertlización fosfórica, Rhizobium spp., Herbaspirillum spp., 
fraccionamiento de P, actividad fosfatasa.   
4.1 Introducción 
Los esquemas de alimentación de los sistemas de lechería especializada del trópico alto 
colombiano están basados en el uso de forrajes (Sierra-Alarcón et al. 2019). En las praderas 
del trópico alto Nariñense, predominan especies de gramíneas como los ryegrass anuales o 
perennes (Lolium spp.) y de leguminosas como el trébol rojo (Trifolum pratense) (Muñoz, 2013). 
La incorporación de estas forrajeras, se debe a que son menos sensibles a bajas temperaturas 
y presentan un valor nutricional mayor respecto a otras gramíneas, a pesar de que el ryegrass 
y el trébol tienen mayores requerimientos en la calidad química y física del suelo, en los niveles 
de fertilización, el contenido de humedad y en el manejo del pastoreo (Bernal, 1998).  
Los sistemas de producción de forrajes, generalmente presentan inadecuadas prácticas de 
manejo, sobre o sub pastoreo que genera compactación y degradación de suelos y uso 
excesivo de fertilizantes de síntesis química, lo cual resulta en una diminución en la producción 
de forraje (Cuesta, 2005; Black et al., 2009). Sumado a esto, los suelos del trópico alto 
nariñense, clasificados como andisoles, se caracterizan por su capacidad de inmovilizar el 
fósforo (P), presentar pH bajo y menos fertilidad, limitando la eficiencia en la producción de 
forrajes (Vargas-Martínez et al., 2018). 
Por ello, la aplicación de fertilizantes fosfóricos para optimizar la producción de la pradera se ha 
convertido en una alternativa en los programas de fertilización, sin embargo, cuando se aplican 
en dosis elevadas se corre el riesgo de contaminar el medio ambiente (FAO, 2001). Asimismo, 
el 85 al 90% del P agregado al suelo no está disponible para las plantas, debido a su adsorción 
y precipitación por enlaces de hierro (Fe), aluminio (Al) y calcio (Ca), lo cual crea un 
almacenamiento de P en el suelo denominado residual (Caione et al. 2015).  
De manera que, se hace imprescindible adoptar estrategias de manejo de nutrientes a los 
cultivos, que permitan generar sistemas de producción animal más sostenibles (Kaur y Reddy, 
2015; Barra et al. 2019; Vargas-Martínez et al. 2018). La aplicación de biofertilizantes a base de 
bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) aumentan la eficiencia de la fertilización fosfatada, 
por medio de mecanismos como la secreción de ácidos orgánicos o enzimas fosfatasas y 
fistasas (Kaur y Reddy, 2015). Las BSF transforman el P no disponible inorganico y orgánicos 
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en formas labiles y absorbibles por las plantas (Sharma et al.  2013; Sahandi et al. 2019). Por lo 
tanto, el uso de BSF en la agrícutura no solo compensaría el alto costo de los fertilizantes 
fosfatados de síntesis química, sino que también movilizaría P insoluble acumulado en los 
suelos (Chang y Yang, 2009; Banerjee et al., 2010). Es por ello, que el uso de biofertilizantes 
es una solucion integrada a problemas de eficiencia y reducción de fertilizantes solubles 
sintéticos fosfatados, además de promover el crecimiento de las plantas, mejorar la 
disponibilidad y absorción de nutrientes (Weller, 2007; Adesemoye et al., 2008; Singh y Reddy, 
2011).  
Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de las inoculaciones, 
simple y combinada de Herbaspirillum sp. AP21 y Rhizobium sp. T88 bajo diferentes dosis de 
fertilización fosfórica con DAP y roca fosfórica, sobre el acumulo de biomasa seca, contenido 
nutricional de las plantas asociadas de reygrass y trébol rojo y la dinámica del P en el suelo.   
4.2 Materiales y métodos  
4.2.1 Ensayo de invernadero  
El experimento fue conducido en la Corporación Colombiana de Investigacion Agropecuaria 
(AGROSAVIA), Centro de Investigacion Tibaitatá, en el lote No. 5, invernadero No. 21, ubicado 
en el municipio de Mosquera, Cundinamarca (4°41´22,4 latitud N y 74°12´0.07 longitud Oeste). 
El suelo usado fue recolectado de sistemas silvopastoriles del municipio de Obonuco, Nariño, 
clasificado como Vitric Haplustands-AMBc, del orden Andisol (IGAC, 2004) y caracterizado 
física y químicamente como lo describe la tabla 3-2 (sección 3.2.2), considerándose de bajo 
nivel de P y materia orgánica y con altos niveles de Hierro (Fe) disponible. Se evaluaron las 
cepas Rhizobium sp. T88 y Herbaspirillum sp. AP21 en plantas de ryegrass perenne diploide 
(Lolium sp. var. One50) asociadas con trébol rojo (Trifolium pratense) en inoculación simple y 
coinoculación  
El experimento fue establecido en cuatro bloques completamente aleatorizados con un diseño 
factorial aumentada 4x2, con tres repeticiones por bloque. El primer factor es la inoculación 
bacteriana, en 4 niveles (sin inocular, Rhizobium sp. T88, Herbaspirillum sp. AP21, Rhizobium 
sp. T88 + Herbaspirillum sp. AP21) y un segundo factor, la fertilización en dos niveles: (P, 50% 
= 25 mg kg-1 y 75% = 37,5 mg kg-1) completando la dosis con roca fosfórica (RF) (Fosforita, 
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Inferhuila S.A, Colombia). La dosis recomendada (P, 100% = 50 mg kg-1) se usó como control 
positivo cuando se adicionó fosfato diamónico (DAP) y el control negativo fue considerado 
cuando se aplicó RF exclusivamente. Los tratamientos fueron: (1) control positivo, 100% DAP 
+0% RF; (2) 75% DAP+25% RF; (3) 50% DAP+50% RF; (4) control negativo, 0% DAP+100% 
RF; (5) Herbaspirillum sp. AP21 + 75% DAP+25% RF; (6) Herbaspirillum sp. AP21 + 50% 
DAP+50% RF; (7) Rhizobium sp. T88 + 75% DAP+25% RF; (8) Rhizobium sp. T88 + 50% 
DAP+50% RF; (9) Coinoculado (Herbaspirillum sp. AP21 + Rhizobium sp. T88) + 75% 
DAP+25%RF; (10) Coinoculado (Herbaspirillum sp. AP21 + Rhizobium sp. T88) + 50% 
DAP+50%RF. Para un total de 10 tratamientos.  
Las semillas de ryegrass y trébol rojo fueron desinfectadas previamente (sección 3.2.2) y 
sembradas asociadamente en cada matera, manteniendo una proporción de 60% poaceae y 
40% de leguminosa después del crecimiento de las plántulas. Cada unidad experimental fue 
compuesta por una matera que contenía 3 kg de suelo seco no esterilizado. Se aplicaron dosis 
basales de fertilizantes a todos los tratamientos según el análisis físico químico del suelo, en 
solución acuosa (10 mL por matera). Las dosis empleadas fueron: N (75 mg kg-1) en forma de 
urea y potasio (K, 75 mg kg-1, calculado de acuerdo a K2O) en forma de cloruro de potasio 
(KCl). Con base en estas concentraciones se aplicaron los fertilizantes (urea, 489,1 mg maceta-
1 y KCl, 468,7 mg maceta-1) en el momento de la emergencia de la semilla. La fertilización con 
DAP se aplicó en solución acuosa (10 mL por matera) calculando la dosis de acuerdo con la 
dosis óptima (mg matera-1: 750=100%, 563=75% y 375=50%), al tratamiento correspondiente, 
en el momento de la siembra. La RF de composición en mg Kg-1: 233 200 P2O5; 518 365,4 
CaO; 108 474,8 SiO2; 15 291,6 Al2O3; 3 219,2 Fe2O3; 3 8427,5 MgO; 5 633,7 SO4; 2 058,6 K2O 
y 101 722,2 P), se aplicó en la dosis de 1429 mg maceta-1 (P, 50 mg kg-1 =100%), se adicionó y 
homogenizó en el suelo previamente a la siembra.  
Se realizaron tres cortes al forraje, iniciando con un corte de homogenización y establecimiento 
de las plantas a los 30 días después de la siembra (DDS) y luego dos cortes después de 40 y 
45 días del corte respectivamente, simulando el pastoreo. El forraje fue cortado 
aproximadamente a 8±0,5 cm de altura y el contenido de biomasa seca (70°C por 72 h) fue 
cuantificado. El tiempo experimental fue de 115 días. 
A los 20 días de germinación se inocularon 19 mL de inóculo matera-1 (con una concentración 
aproximada de 109 UFC mL-1) (Castanheira et. al., 2017) en las plantas asociadas directamente 
en la rizosfera y después de cada corte. Las cepas fueron producidas en medios selectivos, 
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siendo el medio YM (g L-1): extracto de levadura: 0,5; manitol: 10,0; MgSO4: 0,20; K2HPO4: 
0,50; NaCl: 0,10; (pH 6,8) (Vincent, 1970) para la cepa Rhizobium sp. T88 y el el medio DYGS 
(g L-1): extracto de levadura: 2,0; peptona: 1,5; K2HPO4: 0,5; MgSO4*7H20: 0,5; ácido málico: 
2,0; ácido glutámico: 1,5; glucosa: 2,0; (pH 6,8) (Döbereiner et al., 1995) para la cepa 
Herbaspirillum sp. AP21, incubadas a 30°C en un shaker rotatorio (Heidolph®, Alemania) a 140 
rpm por 48 h. 
El material vegetal fue recolectado en el primer y segundo corte. Se cuantificaron las variables 
de respuesta de: biomasa seca foliar (materia seca, MS) y contenido nutricional (N, P, K, Ca y 
Mg) mediante análisis bromatológicos de las muestras por el método de digestión ácida con 
ácido nítrico, cuantificado por espectrometría de emisión por plasma. Los resultados son en 
base en peso seco (g kg-1) (Pedraza y Pichimata, 2013). 
4.2.2 Fraccionamiento de P y actividad fosfatasa ácida y alcalina en el 
suelo. 
Al final del ensayo se recolectaron muestras compuestas de suelo de cada tratamiento por 
bloque. Los suelos fueron secados en un horno de aire caliente (Memmert, UF55, Germany) a 
70°C por 72 h y tamizados en malla de diámetro de 1mm, para luego ser analizados.  
El fraccionamiento secuencial de P fue determinado de acuerdo a Hedley et al., (1982) con 
modificaciones por Condron et al. (1996) representado esquemáticamente en la figura 4-1, 
extrayendo el fosforo inorgánico (Pi) y el fosforo orgánico (Po). 
 
Figura 4-1. Representación esquemática del protocolo de fraccionamiento secuencial de fósforo 
propuesto por Hedley (1982) adaptado de Bejarano et al., 2016 
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En resumen, se colocaron 0,5 g de suelo en un tubo de centrífuga de 50 mL con una resina de 
intercambio aniónico (RIA) sumergida en 10 mL de agua desionizada con NaHCO3  a 0,5 M (pH 
8,5), agitándose durante 16 h a 24 ° C. 
Después, la RIA se retiró del tubo y se dejó descansar en 10 mL de HCl 0,5 M durante 90 
minutos y luego se agitó durante 30 minutos a 30 rpm para desorber el P de la RIA (Pi). Los 
tubos que contienen suelo + agua se centrifugaron a 3500 ×g durante 20 minutos y se eliminó 
el sobrenadante. El suelo residual se extrajo secuencialmente con 10 mL de NaHCO3 0,5 M 
(pH 8,5), NaOH 0,1 M y HCl 1 M agitando durante 16 h a 24°C. En cada fracción, los 
extractores de suelo se centrifugaron durante 20 minutos a 3500 x g y se analizó el 
sobrenadante. Los extractos se tomaron para determinaciones de Pi. 
El P total (Pi+Po) se determinó a partir de las extracciones de NaHCO3 y NaOH después de la 
digestión acidificada con persulfato de amonio (NH4)2S2O8) al 7,5% p/v. El Po se estimó por la 
diferencia entre el P determinado en el extracto de la digestión (Pi+Po) y en el extracto 
directamente (Pi). El Pi de los extractores ácidos (RIA y HCl 1 M) y el P total de las digestiones 
se determinaron por método colorimétrico de molibdato-ácido ascórbico (Murphy y Riley, 1962) 
y el Pi de los extractores alcalinos se analizaron de acuerdo con el método propuesto por Dick 
y Tabatabai (1977). El P total fue calculado como la suma de las fracciones de Pi+Po.   
Finalmente se determinó la actividad fosfatasa ácida y alcalina mediante el método descrito por 
Tabatabai y Bremmer, (1.971). Se pesó 1 g de suelo rizosferico y se le adicionó 0,2 mL de 
tolueno. Se incubó cada muestra a 37°C durante 1 h con 4 mL de Buffer Universal Modificado 
(MBU), ajustado a pH 6,5 y 11,0, para la determinación de la actividad de las fosfatasas ácidas 
y alcalinas, respectivamente; y 1 mL de una solución de p-nitrofenilfosfato (0,05 M) como 
sustrato (Tabatabai y Bremner 1969). Para evitar la dispersión de las arcillas y extraer el p-
nitrofenol del suelo, se adicionó 1 mL de CaCl2 (0,5M) y 4 mL de NaOH (0,5M), 
respectivamente. Las mezclas se centrifugaron a 5 000 xg por 10 minutos. La formación de p-
nitrofenol (color amarillo.) en el sobrenadante fue determinada por espectrofotometría a una 
D.O. de 405 nm. Se realizó una curva estándar con soluciones patrones conocidas para 
calcular el contenido de p-nitrofenol (PNP) presente en los sobrenadantes (Anexo A). A los 
tubos control se le adicionó 1 mL de p-nitrofenil (PNP) después de las adiciones de CaCl2 
(0,5M) y 4 mL NaOH (0,5M) posterior a la incubación. La actividad fosfatasa fue expresada 
como microgramos (µg) de pNP producido por gramo (g) de suelo seco (ss) por hora (h) (µg 
pNP gss-1 h-1).   
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4.2.3 Análisis estadístico  
Los datos obtenidos en las variables de respuesta en las plantas como biomasa seca foliar, 
contenido de N, P, K, Ca y Mg foliar fueron analizados estadísticamente con el procedimiento 
de modelos lineales generales (GLM) en el software SAS Enterprise Guide (SAS Institute Inc., 
2017). Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor P del análisis de varianza 
(ANOVA) fue inferior a 0,05 y se les realizó una comparación entre los tratamientos usando la 
prueba post hoc de Tukey (α=0,05) 
Para analizar los efectos de las diferentes dosis de fertilización del P soluble y las inoculaciones 
en cuanto a la biomasa seca y contenido nutricional foliar en las plantas de ryegrass y trébol 
rojo asociadas, se realizó un análisis de componentes principales (ACP) en cada corte, basado 
en la correlación de Pearson.  
Las determinaciones del fraccionamiento secuencial del P y la actividad de las enzimas 
fosfatasas ácida y alcalina en el suelo, se examinaron mediante análisis de varianza (ANOVA) 
realizando un análisis factorial a cada factor (dosis/inoculación) y la interacción entre los 
mismos. Cuando los efectos del tratamiento fueron significativos, las diferencias se compararon 
con la prueba de Tukey (α = 0.05). También se realizó un ACP entre las variables de biomasa 
seca, contenido de P foliar, compartimientos de Pi y Po y actividad fosfatasa ácida y alcalina en 
el suelo, para discenir el efecto de la dosis de fertilización y las inoculaciones en la 
biodisponibilidad de P en cada tratamiento. Todos los análisis estadísticos fueron realizados 
por el Sistema de Análisis Estadístico - SAS Enterprise Guide v.7.1 (SAS Inc., Cary, EE. UU.). 
4.3 Resultados 
4.3.1 Producción de biomasa y contenido nutricional de las plantas 
asociadas de ryegrass y trébol rojo. 
Los efectos de las inoculaciones simples y coinoculaciones en la producción de biomasa seca y 
contenido nutricional (N, P, K, Ca y Mg) en las plantas de ryegass y trébol rojo asociadas, bajo 
diferentes dosis de fertlización química con DAP (75% y 50%) en cada corte se presentan en 
las tablas 4-1 y 4-2. 
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Tabla 4-1. Influencia de la inoculación en las diferentes dosis de DAP en la producción de 





Caracterización nutricional (g Kg-1) 
N P K Ca Mg 
100% DAP + 0% RF 26,45 a 25,35 a 1,85 a 32,77 7,95 1,8 a 
75% DAP + 25%RF 26,32 a 23,97 a 1,55 ab 32,57 7,30 1,57 a 
50% DAP + 50% RF 23,15 ab 25,90 a 1,40 ab 31,50 6,95 1,57 a 
0% DAP + 100% RF 17,77 b 26,20 a 1,27 b 32,97 7,52 1,70 a 
75% DAP + 25%RF+AP21 21,87 ab 23,52 a 1,60 ab 30,10 6,97 1,65 a 
50% DAP + 50% RF+AP21 22,02 ab 26,25 a 1,37 ab 28,80 7,35 1,65 a 
75% DAP + 25%RF+T88 21,47 ab 26,12 a 1,35 ab 28,25 7,77 1,75 a 
50% DAP + 50% RF+T88 21,87 ab 24,37 a 1,50 ab 27,52 8,05 1,75 a 
75% DAP + 75%RF + 
Coinoculación 
20,32 b 26,27 a 1,57 ab 30,45 7,87 1,77 a 
50% DAP + 50% RF + 
Coinoculación 
23,12 ab 25,52 a 1,45 b 29,82 7,27 1,72 a 
*Muestras recolectadas en el primer corte de la asociación ryegrass-trébol rojo (n=4). Promedios con la 
misma letra no diferen significativamente en el Test de Tukey con nivel de significancia de 0,05. Los 
elementos K y Ca no fueron significativos (p>0,05) en ANOVA. 
 
Tabla 4-2. Influencia de la inoculación en las diferentes dosis de DAP en la producción de 





Caracterización nutricional (g. Kg-1) 
N P K Ca Mg 
100% DAP + 0% RF 32,83 a 29,20 a 2,10 a 22,62 15,60 a 2,80 a 
75% DAP + 25%RF 30,17 ab 25,3 ab 1,82 abc 21,15 13,3 abc 2,35 a 
50% DAP + 50% RF 26,92 ab 23,45 b 1,82 abc 20,68 10,53 c 2,30 a 
0% DAP + 100% RF 23,27 b 24,77 ab 1,50 c 21,40 12,15 bc 2,17 a 
75% DAP + 25%RF+AP21 27,75 ab 24,25 b 1,77 abc 21,32 13,05 abc 2,25 a 
50% DAP + 50% RF+AP21 25,94 ab 24,10 b 1,82 abc 21,85 13,20 abc 2,65 a 
75% DAP + 25%RF+T88 27,80 ab 24,77 ab 2,00 ab 20,80 13,0 abc 2.550 a 
50% DAP + 50% RF+T88 27,72 ab 25,03 ab 1,75 bc 22,17 14,3 ab 2,40 a 
75% DAP + 25%RF+ 
Coinoculación 
30,70 a 27,08 ab 1,83 abc 21,87 14,53 ab 2,30 a 
50% DAP + 50% RF+ 
Coinoculación 
26,87 ab 23,67 b 1,75 bc 21,87 12,2 bc 2,25 a 
*Muestras recolectadas en el segundo corte de la asociación ryegrass-trébol rojo (n=4). Promedios con la 
misma letra no diferen significativamente en el Test de Tukey con nivel de significancia de 0,05. El K no 
fue significativo (p>0,05) en ANOVA. 
Tanto en el primer y segundo corte, las variables de crecimiento y nutrición en las plantas, no 
arrojaron diferencias significativas entre los tratamientos. En la producción de biomasa seca 
foliar en los dos cortes, el tratamiento con fertilización mineral con DAP (dosis 100%), tuvo 
mejor comportamiento con una producción en el segundo corte de 32,83 g de biomasa seca, a 
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pesar de no reflejar diferencias significativas con los demás tratamientos inoculados y sin 
inocular en los niveles más bajos de fertilización. En contraste, en ambos cortes, solo las 
plantas fertilizadas únicamente con RF sin inocular (0% DAP + 100% RF), presentaron la más 
baja producción de biomasa seca. 
Sin embargo, para el segundo corte, en el contenido de N, P y Ca, algunos tratamientos con 
inoculación presentaron ligeros incrementos en sus promedios en comparación con las plantas 
que recibieron la misma dosis del fertilizante sin inocular hasta los 115 días de evaluación.  
A pesar de que el tratamiento control positivo (100% DAP + 0%RF) mostró mayor valor en los 
contenidos N, P y Ca, se observó que el tratamiento con coinoculación en dosis de 75% DAP, 
presentó un ligero incremento en el contenido de N, en comparación al valor obtenido en la 
misma dosis sin inocular en los dos cortes realizados, aunque no fueron significativos (p>0,05). 
Al igual el tratamiento de Rhizobium sp. T88 + 75% DAP, mostró un incremento del 10% en el 
contenido de P foliar, superior al tratamiento de la misma dosis sin inocular en el segundo 
corte. 
Del contenido nutricional en las plantas, el P estimado en el segundo corte, presentó el valor 
más alto cuando se inoculó con Rhizobium sp. T88 + 75% DAP, siendo superior al tratamiento 
de la misma dosis sin inocular, aunque fueron estadísticamente similares. Solo el contenido de 
Ca en las plantas del segundo corte, presentó diferencias significativas entre los tratamientos 
inoculados en la dosis de 50% DAP, encontrando un incremento del 35,8% de este elemento 
en las plantas inoculadas con Rhizobium sp. T88, en comparación con las plantas que 
recibieron solo el fertilizante en la misma dosis. En contraste, en el primer y segundo corte, las 
plantas que no recibieron fertilización soluble (DAP), en sustitución se aplicó RF sin inoculación 
(0% DAP + 100%RF) presentaron los contenidos en P, N y Ca más bajos. 
En el primer corte, el ACP, mostró los componentes 1 y 2 que representaron el 70,3% de la 
variación total (figura 4-2a). El primer componente prinicipal (C1) explicó el 36,8% de la 
variación total. Este componente explicó las variables asociadas con los contenidos de Mg, N y 
Ca foliar y la baja producción de biomasa seca. Los tratamientos coinoculado + 50% DAP y 0% 
DAP + 100% RF sin inocular se agruparon en este C1 indicando ser los que presentaron 
menos respuesta en la producción de biomasa seca y el contenido de estos nutrientes. El 
componente 2 (C2) contabilizó el 33,5% de la variación total y se asoció principalmente al 
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contenido de P en las plantas. Solo el tratamiento control positivo, 100% DAP + 0% RF (50 mg 
P kg-1) reflejó mayor contenido de P en el tejido vegetal en el primer corte. 
En el segundo corte de las plantas, el ACP mostró mayores asociaciones en las respuestas del 
contenido nutricional y biomasa seca de las plantas con las dosis de fertilización y las 
inoculaciones (figura 4-2 b). Para el C1, se asociaron positivamente las variables 
correspondientes al contenido de N, Ca y biomasa seca de las plantas, representando el 66,9% 
de la varibilidad total. El C2 fue asociado positivamente al contenido de K foliar y 
negativamente al contenido de P, representando el 17,65% de la variabilidad total.   
A.  
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Figura 4-2. Análisis de componentes principales (ACP) entre biomasa seca y contenido nutricional (N, P, 
K, Ca y Mg) en la asociación ryegrass-trébol rojo. A. Primer corte. B. segundo corte. 100%DAP_sin: 
dosis 100% DAP sin inocular; 75%DAP_sin: dosis 75% DAP sin inocular; 50%DAP_sin: dosis 50% DAP 
sin inocular; 100%RF_ sin: dosis 0% DAP + 100% RF sin inocular; AP21_75%DAP: Herbaspirillum sp. 
AP21 + 75% DAP + 25%RF; AP21_50%DAP: Herbaspirillum sp. AP21 + 50% DAP + 50%RF; T88_75% 
DAP: Rhizobium sp. T88 + 75% DAP + 25%RF; T88_50%DAP: Rhizobium sp. T88 + 50% DAP + 
50%RF; Coin_75%DAP: coinoculación + 75% DAP + 25%RF; Coin_50%DAP: coinoculación + 50% 
DAP + 50%RF; Biom_seca: Biomasa seca; N: contenido de nitrógeno; P: contenido de fósforo; K: 
contenido de potasio; Ca: contenido de calcio; Mg: contenido de magnesio. 
 
El tratamiento con el 100% de la fertilización con DAP sin inoculación, presentó la mayor 
correlación con todas las variables. La dosis 50% DAP sin inocular y los tratamientos 
inoculados con Herbaspirillum sp. AP21 + 75%DAP y coinoculación + 50% DAP fueron 
trazados en el lado opuesto de las flechas de las variables medidas inidicando su baja 
respuesta a las evaluaciones. Al igual, las plantas no inoculadas con aplicación de RF 
presentaron los valores más bajos en contenido de P. 
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Los tratamientos correspondientes a Rhizobium sp. T88 + 75%DAP; Herbaspirillum sp. AP21 + 
50% DAP y el tratamiento con aplicación de 75% DAP sin inocular se asociaciaron mejor con el 
contenido de P en el tejido foliar. Mientras que el tratamiento coinoculado + 75% DAP se 
relacionó con el contenido de N, Ca y K. Indicando las posibles tendencias de los tratamientos 
en esas variables hasta este momento de evaluación. 
En este caso, los datos presentaron varias correlaciones significativas entre las diferentes 
variables de respuesta medidas en las plantas (tabla 4-3). La biomasa seca foliar arrojó altas 
correlaciones con los contenidos de N, P y Ca (r2= 0,78 y 0,71), como también correlación entre 
el contenido de N con Ca y el contenido de P con Mg. Estos resultados demuestran la 
incidencia del contenido nutricional con la biomasa seca. 






N P K Ca Mg 
Biomasa 
seca foliar 
1,0 0,78** 0,78** 0,4 0,71** 0,49 
N 0,78** 1,0 0,54 0,63 0,84** 0,54 
P 0,78** 0,54 1,0 0,18 0,48 0,79** 
K 0,4 0,63 0,18 1,0 0,76 0,44 
Ca 0,71** 0,84** 0,48 0,76** 1,0 0,57 
Mg 0,49 0,54 0,79** 0,44 0,57 1,0 
Los valores son promedios de (n=4). ** Correlación es significativa. 
4.3.2 Fraccionamiento de P y actividad fostasa ácida y alcalina en el 
suelo.    
El Pi de la fracción lábil extraído por la resina de intercambio aniónico (PiRIA) no mostró 
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados. Sin embargo, el Pi unido al Ca/Mg, 
determinado en la extracción con bicarbonato de sodio (PiBIC), presentó solo efecto significativo 
en la dosis de fertilizante (p<0,02), indicando que a mayores dosis de DAP se incrementa la 
fracción del P lábil en el suelo. Solo el tratamiento inoculado con Rhizobium sp. T88 + 50% 
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DAP, mostró incremento no significativo estadísticamente de 14,1% de Pi lábil (PiBIC) en 
relación al tratamiento con 50% DAP sin inocular.  
En cuanto la fracción orgánica lábil, (PoBIC), fue significativamente afectada por la interacción 
dosis x BSF (inoculación) (tabla 4-4) encontrándose que la inoculación con Herbaspirillum sp. 
AP21 + 75%DAP aumentó significativamente respecto a los demás tratamientos el P disponible 
para las plantas, con un valor promedio de 74 mg kg-1. La fracción moderadamente lábil de P, 
referente al P absorbido por el Fe en el suelo, obtuvo mayores valores en la forma inorgánica 
(PiNaOH-0,1) que en el P ligado a ácidos húmicos y fúlvicos presentes en la forma orgánica 
(PoNaOH-0.1) (tabla 4-4). 
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Tabla 4-4. Fraccionamiento de fósforo en suelos fertilizados con diferentes dosis de fosfato diamónico (DAP) y roca fosfórica (RF) 
con inoculaciones simples y combinadas de bacterias solubilizadoras de P (BSF) 
Análisis factorial por ANOVA de las muestras obtenidas en cada tratamiento (n=4). 
1
Dosis de fertilización en las fuentes de DAP es fosfato 
diámonico y RF es roca fosfórica. Pi RIA es P extraído por resina de intercambio aniónico; Pi BIC y Po BIC son los P unidos al Ca/Mg, extraídos 
por una solución de bicarbonato de sodio; Pi NaOH y Po NaOH es el P unido al hierro/aluminio extraído por una solución de hidróxido de sodio 
0,1N; Pi HCl es el fosforo unido al calcio y extraído por una solución de ácido clorhídrico 1M. UP: Unidad fosfatasa. Las medias fueron 
comparadas por el Test de Tukey (p<0.05). **Los tratamientos control fueron excluidos del análisis
Tratamientos 





PiBIC PoBIC PiNaOH-0.1 Po NaOH-0.1 PiHCl 
--Ca/Mg-- --Fe/Al-- --Ca-- 
   ------------------------------mg Kg
-1
----------------------------------- - (µg PNPg-¹ ss.h-¹)- 
Dosis
1
         
75%DAP+25% RF 17,89 23,05 a 58,69 274,16 164,47 48,29 b 31,88 b 78,61 
50%DAP+50% RF 16,45 20,50 b 50,58 231,97 212,94 56,66 a 37,82 a 74,13 
Inoculación         
Sin inocular 16,60 22,14 46,44 242,44 198,36 48,73 36,34 a 78,18 
Herbaspirillum sp AP21 17,18 21,80 63,14 242,59 183,64 53,88 39,54 a 74,02 
Rhizobium sp T88   18,51 22,96 54,59 303,48 141,21 54,88 27,71 b 76,03 
Coinoculadas 16,38 20,21 54,37 223,76 231,62 52,42 35,83 a 77,26 
Dosis x Inoculación         
Sin inocular + 75%DAP+25%RF 16,69 23,49 48,84 b 240,65 b 212,82 ab 47,94 34,32 76,82 
Sin inocular + 50%DAP+50%RF 16,51 20,79 44,04 b 244,24 b 183,89 b 49,53 38,36 79,54 
Herbaspirillum sp AP21 + 
75%DAP+25%RF 
19,18 23,97 74,01 a 245,44 b 171,29 b 53,88 37,43 92,26 
Herbaspirillum sp AP21+ 
50%DAP+50%RF 
15,18 19,64 52,27 b 239,75 b 195,98 b 53,88 41,65 55,77 
Rhizobium sp T88+75%DAP+25% RF 18,64 22,52 53,97 b 368,41 a 75,10 c  47,52 23,90 71,26 
Rhizobium sp T88+50%DAP+50% RF 18,38 23,39 55,2 b 238,55 b 207,32 b 62,24 31,51 80,80 
Coinoculadas + 75%DAP+25% RF 17,05 22,23 57,93 b 242,14 b 198,65 b 43,84 31,88 74,11 
Coinoculadas + 50%DAP+50% RF 15,71 18,19 50,81 b 205,38 b 264,58 a 61,0 39,77 80,40 
 Valor p 
Valor p Dosis 0,063 <0,02 <0,002 <0,0001 <0,0001 <0,01 <0,001 0,477 
Valor p BSF 0,198 0,269 <0,001 <0,0001 <0,0001 0,47 <0,002 0,968 
Valor p Dosis*BSF 0,251 0,24 <0,02 <0,0001 <0,0001 0,10 0,719 0,052 
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Lo anterior puede estar relacionado con la alta concentración de Fe que presentó el suelo 
según análisis físico-quimico (tabla 3-2). Se observó diferencia significativa entre la interacción 
dosis x BSF (p<0,01) tanto en las formas inorgánica y orgánica de esta fracción. Sólo el 
tratamiento inoculado con Rhizobium sp. T88 + 75%DAP presentó un aumento significativo del 
P inorgánico en esta fracción (PiNaOH-0,1 = 368,41 mg kg
-1). En contraste, el mismo tratamiento 
presentó el valor mas bajo en esta fracción a partir del P orgánico (PoNaOH-0.1 = 75,1 mg kg
-1). 
Las concentraciones de PoNaOH-0,1 en la fracción moderadamente lábil, mostró los contenidos 
más altos (264,58 mg Kg-1) cuando se inocularon las dos cepas (Rhizobium sp. T88 y 
Herbaspirillum sp. AP21) en presencia del 50% DAP, siendo más significativo que los demás 
tratamientos.  
Finalmente, la fracción HCl 0,1 M, que corresponde también al Pi moderamente lábil unido al 
calcio (Ca), solo presentó efecto signifcativo en dosis de fertilizante (p<0,01) presentando en la 
dosis de 50%DAP + 50%RF el promedio mas alto con 56,7 mg Kg -1. El tratamiento donde se 
aplicó solo RF fue similar con 56,22 mg Kg-1 (datos mostrados anexo B). La aplicación de RF 
aumentó el PiHCl debido a la presencia de fosfatos de calcio en la RF. El tratamiento que recibió 
solo DAP (100%) presentó una concentración más baja en esta fracción (46,7 mg Kg -1) (Anexo 
B). 
Se encontró en este estudio que la actividad fosfatasa ácida fue mayor que la actividad 
fosfatasa alcalina, aunque no presentó diferencias significativas (p>0,05). Sin embargo, cuando 
se inoculó con Herbaspirillum sp. AP21 en dosis de 75% DAP, presentó mayor actividad 
fosfatasa ácida (92,3 µg PNP g-1 ss.h-1), superior a los tratamientos restantes (anexo C). 
Por otro lado, la actividad fosfatasa alcalina presentó diferencia significativa en la dosis del 
fertilizante y la inoculación con las BSF (p<0,001). La expresión de esta enzima fue mayor 
cuando la dosis correspondía a 50%DAP + 50%RF. En las inoculaciones solo fue diferente la 
actividad fosfatasa alcalina cuando se inoculó con Rhizobium sp. T88, presentando la menor 
actividad en el suelo (27,7 µg PNP g-1 ss. h-1) probablemente debido a la presencia de mayores 
cantidades de Pi soluble en el suelo proporcionado por este tratamiento (Tabla 4-4). Las demás 
inoculaciones se comportaron estadísticamente similar con los tratamientos no inoculados 
(p<0,05).  
Un ACP fue usado para determinar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la dinámica 
de las fracciones de P en el suelo, actividad de las enzimas fosfatasa ácida y alcalina, biomasa 
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seca foliar y contenido de P en las plantas de ryegrass y trébol rojo (figura 4-3). La variación de 
los datos se representó en dos componentes principales. Los primeros dos componentes 
explicaron el 69,5% de la varianza total. El primer factor que explicó el 50% de la variabilidad 
de los datos, estaba compuesto principalmente por la adquisición del P disponible en el suelo, 
asociando las variables del contenido de P foliar y el P lábil en forma inorgánica (PiRIA y PiBIC) 
en el suelo. El segundo factor, está compuesto principalmente por la actividad fosfatasa ácida y 
la fracción lábil de Po (PoBIC) del suelo que representaron el 19,7% de la varianza de los datos. 
 
Figura 4-3. Análisis de componentes principales de biomasa seca foliar, contenido de P foliar y los 
distintos compartimientos de P y actividad fosfatasa en el suelo, en los diferentes niveles de DAP e 
inoculación de cada tratamiento. Los círculos negros son agrupaciones según las correlaciones de 
Pearson encontradas. 100%DAP_sin: dosis 100% DAP sin inocular; 75%DAP_sin: dosis 75% DAP sin 
inocular; 50%DAP_sin: dosis 50% DAP sin inocular; 100%RF_ sin: dosis 0% DAP + 100% RF sin 
inocular; AP21_75%DAP: Herbaspirillum sp. AP21 + 75% DAP + 25%RF; AP21_50%DAP: 
Herbaspirillum sp. AP21 + 50% DAP + 50%RF; T88_75% DAP: Rhizobium sp. T88 + 75% DAP + 
25%RF; T88_50%DAP: Rhizobium sp. T88 + 50% DAP + 50%RF; Coin_75%DAP: coinoculación + 75% 
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DAP + 25%RF; Coin_50%DAP: coinoculación + 50% DAP + 50%RF; Biom_seca: Biomasa seca; N: 
contenido de nitrógeno; P: contenido de fósforo; K: contenido de potasio; Ca: contenido de calcio; Mg: 
contenido de magnesio; fosfat_ácida: actividad fosfatasa ácida; fosfat_alcalina: actividad fosfatasa 
ácida; Pi_Resina: resina; BiPi: Pi extraído por bicarbonato; BoPo: Po extraído por bicarbonato; 
NaOH_Pi: Pi extraído por NaOH; NaOHPo: PO extraído por NaOH. 
 
Las dos agrupaciones resaltadas en la figura 4-3, presentan correlaciones significativas entre 
las variables analizadas. En la primera agrupación, correspondiente al C1, se correlaciona 
positivamente el contenido de P foliar y biomasa seca con la fracción de P lábil en la forma de 
P inorgánico (r2 = 0,72 y 0,83 respectivamente). Estas variables presentaron mayor efecto en el 
tratamiento donde se aplicó el fertilizante soluble (DAP) en la dosis de 100% DAP junto al 
tratamiento inoculado con Rhizobium sp. T88 en la dosis de 75% DAP. Para estos tratamientos, 
el contenido de Pi cuantificado en las fracciones de resina y bicarbonato, fue mayor, incidiendo 
en la mayor producción de biomasa seca. 
La segunda agrupación, asoció las variables correspondientes al P moderamente lábil, 
determinado en las fracciones de PoNaOH-0,1 y PiHCl y la actividad fosfatasa alcalina. Los 
tratamientos donde solo se aplico RF sin inocular y el coinoculado con la dosis de 50% de DAP 
fueron los más relacionados con el P moderadamente disponible. La presencia de la RF en 
proporción más alta, influyó en el incremento del P unido al Ca reflejado en la fracción PiHCl. Su 
lenta solubilización estimula la actividad fosfatasa como respuesta a los bajos niveles de P 
disponible en el suelo. La actividad fosfatasa alcalina tuvo correlación positiva con la fracción 
PoNaOH-0,1 (r
2=0,56) y se correlacionó negativamente con la fracción PiNaOH-0,1 (r
2 =-0,60), ya que 
su actividad esta dada por la mineralización de la materia orgánica presente en el suelo. El 
suelo utilizado contenía 5,3% de materia orgánica (tabla sección 3.2) considerado nivel medio 
para los requerimientos de los cultivos de forraje en una pradera (ICA, 1992; Sierra-Alarcón et 
al. 2019). 
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4.4 Discusión 
4.4.1 Efecto de las inoculaciones y las diferentes dosis de los 
fertilizantes minerales en la dinámica del P en el suelo y su 
incidencia sobre la biomasa seca y contenido nutricional en las 
plantas de ryegrass-trébol rojo.  
Nuestros resultados permitieron observar que durante el tiempo de evaluación de la asociación 
ryegrass–trébol rojo en materas, bajo condiciones de invernadero, no se evidenciaron 
diferencias significativas en las variables de respuesta medidas en las plantas (producción de 
biomasa seca y contenido nutrional: N, P, K, Ca y Mg) entre los tratamientos no inoculados e 
inoculados en los niveles de fertilización fosfórica (50% y 75% de DAP).  
El tiempo de evaluación del experimento, hasta 115 días, quizás no fue suficiente para 
encontrar diferencias significativas entre los tratamientos, en cuanto al desarrollo y promoción 
vegetal de las plantas. Probablemente, porque en este tiempo áun son plantas jóvenes en 
etapa vegetativa donde presentaban mayor proporción de hojas y tallos con buen valor 
nutritivo, el cual, va reduciendose al aumentar la edad y alcanzar el estado de madurez 
(Cuesta, 2005). Tal como se evidencia en los resultados, el contenido nutricional se incrementó 
en el segundo corte, lo cual demuestra que las plantas aún no habían alcanzado la madurez 
donde empiezan a declinar su composición nutricional. También, se sugiere que la 
competencia interespecífica de la asociación entre la gramínea y leguminosa en la matera, 
pudieron estar influyendo en la absorción de los nutrientes por las raíces del suelo y en la 
producción de biomasa seca. Por lo tanto, es común observar en estudios que la producción de 
biomasa seca en consorcios o asociaciones de plantas no presentan diferencias significativas 
en diferentes niveles de fertilización fosfatada o nitrogenada (Vargas et al, 2018; Sierra-Alarcón 
et al, 2019; Tambara et al, 2017; Vendramini et al., 2014; Steinwandter et al, 2009). Acorde a lo 
anterior, se sugiere que las concentraciones bajas de P del suelo empleado (tabla 2-2), junto a 
las dosis reducidas de P soluble en las dosis del fertilizante del estudio, probablemente generó 
una limitación de P en el suelo, el cual no permitió una respuesta en ambas plantas a los 
niveles creciente de P aplicado, promoviendo ligeramente pequeños incrementos en la 
producción de biomasa seca de las plantas asociadas, al aumentar la fertilización. 
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Sin embargo, se permite resaltar que los resultados obtenidos en el segundo corte, presentaron 
ligeros incrementos en la producción de biomasa seca y concentración de nutrientes, que, 
aunque no significativos en algunos tratamientos, mostraron una tendencia al efecto del 
tratamiento. Esta tendencia fue más notoria, en los tratamientos con la fertilización completa 
(100% DAP) en producción de biomasa seca y en los tratamientos inoculados con Rhizobium 
sp. T88 y en coinoculación, ambos, junto a la dosis de 75% DAP, presentaron mayor incidencia 
en el contenido de P y Ca en las plantas como se reflejó en el ACP (figura 4-2). Solo el 
contenido de Ca foliar en la mezcla de los forrajes, si evidenció un efecto significativo en las 
plantas inoculadas con Rhizobium sp. T88, en dosis de 50% de DAP + 50% RF, en relación al 
tratamiento de la misma dosis sin inocular, sugiriendo que quizás la mayor absorción de Ca, 
esté relacionada con la presencia de la RF en el suelo. Este aporte del P, a partir de fosfatos 
naturales no reactivos, como la RF, tienen gran cantidad de fosfato de calcio estable (apatita), 
que se solubiliza y se hace mas aprovechable en la extracción debido a la acidificación del  
medio (Caione et al. 2015). Por ende, la RF no solo es fuente de P sino además de Ca, 
favoreciendo el mayor contenido de este nutriente cuando se aplicó la mayor dosis de RF junto 
con la inoculación. Además, los resultados obtenidos en el fraccionamiento secuencial de P en 
el suelo, mostraron en la fracción extraída con HCl, que a mayor dosis de aplicación de RF, 
proporcionó un aumento en la concentración de fosfatos de calcio en el suelo. Por lo tanto, la 
RF puede estar contribuyendo adicionalmente al aporte de Ca, influyendo en la disponiblidad 
de este nutriente en el suelo durante el proceso de solubilización del fosfato realizado por las 
BSF. Además, el aporte de P de las RF en el suelo, es gradual en el tiempo, debido a su lenta 
liberación. Por ello, cuando se aplicó la RF sin inocular proporcionó a las plantas menor 
rendimiento en biomasa seca y menor calidad nutricional que el resto de las plantas tratadas. 
Asi mismo, se ha sugerido que posiblemente la combinación de diferentes cepas de BSF, 
podrían tener un “efecto sinérgico” entre ellos, mayor exploración de las fuentes limitadas de P 
en el suelo, mediante mecanismos de interacción sinérgica que quedan por explorar (Yu et. al., 
2012) y que requieren más estudios para su validación.   
La aplicación de las dosis de fertilizante DAP junto con RF, con o sin la adición de las BSF, 
mostraron diferentes respuestas en los compartimientos de P (lábiles y moderadamente lábiles) 
en el suelo tanto en las formas orgánicas e inorgánicas. Se evidenció que los incrementos en la 
concentración del P inorgánico lábil, estuvo relacionado con la dosis del fertilizante DAP, 
indicando mayor proporción de P disponible en el suelo, cuando se aplicó DAP en las dosis 
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más alta. Estos incrementos en las fracciones de Pi lábil extraídas con resina y bicarbonato de 
sodio, también fueron halladas por Pavinato et al. (2009) y Rodrigues et al. (2015). Estas 
fracciones lábiles del P inorgánico, representan el P mas biodisponible para la nutrición y 
desarrollo de las plantas (Giovannini, 2013). Por lo tanto, las plantas fertilizadas con las dosis 
mas altas de DAP (100% y 75%) presentaron mejor respuesta en biomasa seca y nutrición, 
debido a su aporte de P más fácilmente aprovechable para la absorción por las raíces en el 
suelo. Incluso, entre las dosis de DAP del 100% y 75%, se comportaron estadísticamente 
similares en las variables de respuesta de las plantas, pertimiendo plantear que la dosis 
adecuada para estos forrajes podría ser reducida en un 25% del fertilizante soluble, 
representando una disminución en los costos de fertilización fosfatada.  
En cuanto al P orgánico lábil (PoBIC) del suelo, se pudo observar, que la inoculación con 
Herbaspirillum sp. AP21, incrementó significativamente esta fracción, cuando se aplicó la dosis 
de 75% de DAP, en comparación cuando no se inoculó. Este aumento puede atribuirse, a la 
presencia de formas orgánicas de mayor disponibilidad que por posterior mineralización 
ejercida por los microorganismos se transformaría en Pi-HCO3 (Giovannini, 2013), ocurrido 
principalmente por la actividad de enzimas fosfatasas que contribuyen al aumento del P 
disponible en el suelo a partir de los compuestos orgánicos (Spohn et. al., 2015). De tal forma, 
esta cepa, expresó mayor actividad fosfatasa alcalina (AFac) y mayor concentración de P en la 
fracción PoBIC que los demás tratamientos, correlacionándose positivamente (r
2 = 0,48) ambas 
variables. Entonces posiblemente esta enzima fosfatasa catalizó la hidrólisis del P orgánico, 
liberando ortofosfato y, en consecuencia, aumentó la disponibilidad de P lábil en el suelo.  
La fracción de P moderamente lábil extraída con NaOH 0,1M, presentó diferencias 
significativas en la interacción dosis x BSF a partir de las formas inorgánicas y orgánicas. A 
pesar que entre los tratamientos no presentó incrementos significativos en la cuantificación del 
P inorgánico unido a iones de hierro o aluminio, sorprendentemente el tratamiento inoculado 
con Rhizobium sp. T88 en dosis de 75% DAP, presentó un aumento del Pi de esta fracción. 
Probablemente, este aumento puede estar asociado con el tipo de suelo utilizado y su 
capacidad de sorción. En este caso, se utilizó un Andisol, el cual, en estos suelos, el P puede 
ser fuertemente adsorbido por los minerales del suelo (por ejemplo, alofano) y/o precipitado por 
iones libres de hierro y aluminio en la solución del suelo (Osorio et al, 2015), limitando su 
disponibilidad. Por consiguiente, se sugiere hipotéticamente, que posiblemente los iones de P 
liberados ya sea por la solubilización de la RF aplicada o la mineralización del P orgánico del 
Mejoramiento de la fertilización fosfatada en la asociación ryegrass y trébol rojo mediante el 
uso de bacterias solubilizadoras de fosfato                                                                  88 
 
suelo, ejercida por los microorganismos, pueden estar siendo adsorbidos por estos 
compuestos, permitiendo el aumento de esta fracción. Este hecho puede ser relacionado con la 
disminución de la fracción moderadamente lábil orgánica (PoNaOH-0,1), sugiriendo la posible 
mineralización del P orgánico mediada por Rhizobium sp. T88 en el suelo.  Aunque esta cepa 
de rizobio no presentó características de expresión de fitasas en condiciones in vitro, si expresó 
actividad fosfatasa ácida y alcalina, el cual también están relacionadas con la mineralización de 
compuestos fosfóricos orgánicos.    
De igual forma, se observó el potencial que puede tener la cepa Rhizobium sp. T88 en la 
conversión de compuestos de P insolubles en formas solubles principalmente por procesos de 
acidificación y producción de ácidos orgánicos, que fueron observados en los ensayos in vitro 
de solubilización de RF y FTC (sección 3.3.2). Por lo tanto estas cualidades exhibidas pueden 
estar relacionadas también en este caso. La liberación de ácidos orgánicos, la quelación de 
metales a partir de formas de P adsorbidas a metales poco solubles (por ejemplo, Fe–P y Al–P) 
son algunos de los mecanismos realizados por los microorganismos en el suelo mas 
referenciados (Richardson et al., 2009; Adesemoye et al., 2009; Kishore et al., 2015).  
En la forma orgánica moderadamente lábil (PoNaOH-0,1), que constituye compuestos orgánicos 
altamente complejos asociados con minerales arcillosos y acidos fúlvicos y húmicos (Foltrand 
et al., 2019), la inoculación con Rhizobium sp. T88 en la dosis de 75% DAP + 25% RF, 
presentó una disminución significativa de esta fracción. Esta disminución puede estar 
relacionada con la mineralización de la materia orgánica en esta fracción, el cual favoreció la 
mayor obtención de P para las plantas. Entonces probablemente, las plantas sometidas a este 
tratamiento, lograron tomar el P del suelo, principalmente por la mineralización ejercida de 
estas formas orgánicas moderadamente lábiles. Esta alta mineralización encontrada, puede ser 
una estrategia potencial para disponibilizar el P orgánico presente en el suelo, ya que según lo 
reportado por Cherubin et al., (2016) el P disponible en las plantas en pasturas depende en 
gran medida de la mineralización, debido al reciclaje de P, donde hasta el 85% del P absorbido 
por las plantas (Nash et al, 2014) se devuelve al suelo por la descomposición de las raíces 
resultante del pastoreo, asociándose con una mayor actividad biológica del suelo (Lavelle et al., 
2014; Franco, 2015). 
Otro rasgo analizado en este estudio, fue la actividad fosfatasa ácida y alcalina en el suelo de 
cada tratamiento. Se encontró valores más altos en la actividad fosfatasa ácida, aunque no 
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presentó diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos. La mayor actividad fosfatasa 
ácida respecto a la alcalina, puede estar fuertemente relacionada con la contribución de las 
raíces de las plantas y de la flora microbiana presente en esta zona, la cual pudo estar 
estimulada cuando el P era más limitado (Juma y Tabatabai 1988). Por ello, la mayor 
producción de esta enzima se observó cuando la dosis del fertilizante soluble se reducía a la 
mitad (50%) (Tabla 4-3). Aunque en este estudio, no se pudo diferenciar entre las fosfatasas 
producidas por la raíz y las cepas bacterianas, algunas evidencias realizadas en otros estudios 
sugieren que las fosfatasas de origen microbiano poseen mayor afinidad por los compuestos de 
Po que las derivadas de las raíces de las plantas (Yadav y Tarafdar, 2001).  
Por otro lado, la actividad fosfatasa alcalina mostró diferencias significativas en la dosis del 
fertilizante soluble, mostrando que la reducción de la aplicación del fertilizante soluble en 50%, 
esimulaba la expresión de esta enzima en el suelo. Además, la inoculación presentó efectos 
significativos en la actividad fosfatasa alcalina. La inoculación con Herbaspirillum sp AP21, 
expresó mayor actividad fosfatasa alcalina aunque se comportó estadísticamente igual al 
tratamiento  sin inocular. Probablemente el microbioma de la rizosfera de ryegrass y trébol rojo, 
pudieron ejercer influencia en la activida fosfatasa alcalina, ya que las condiciones del suelo no 
eran estériles. Herbaspirillum sp AP21, ha mostrado una capacidad potencial en la 
mineralización del P orgánico, al exhibir presuntivamente la producción de enzimas fitasas en 
condiciones in vitro (sección 3.3.4). Esta cualidad, junto con la actividad fostatasa, permitiría 
aumentar su habilidad en la adquisición de P a partir de compuestos orgánicos presentes en el 
suelo, el cual favorecería el aprovechamiento de este déposito de P poco adsequible para las 
plantas. Por otro lado, la inoculación con Rhizobium sp. T88, expresó menor actividad fosfatasa 
alcalina. Aunque se sugiere que probablemente esta cepa, también ejerció solubilización del Pi 
simutáneamente a la mineralización del Po, como mecanismos de obtención del P requerido 
para su metabolismo y supervivencia microbiana en el suelo. Por lo que posiblemente, estos 
incrementos en las concentraciones de ortofosfato en el suelo, puedan estar inhibiendo la 
actividad fosfatasa, tal como lo ha señalado Jones y Burguer (2011). 
Finalmente, se pudo evidenciar que la disponibilidad de P se ve afectada por una serie de 
reacciones abióticas y bióticas en el suelo, que influyen en la relación del P soluble y el P 
insoluble (DeLuca et al., 2009). Por ello, el papel de los microorganismos en la disponibilidad 
de nutrientes en el suelo, es importante, como se propone en este estudio, porque ellos 
intervienen en procesos como la desorción y solubilización de Pi rápidamente intercambiable y 
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en la liberación de Pi de la fase sólida del suelo o del fertilizante (fracción lábil o 
moderadamente lábil), como también en la mineralización del P de residuos de plantas, 
fertilizantes orgánicos y de la materia orgánica, (Frossard et al., 2011), el cual, es inducida por 
la exudación de fosfatasas ácidas y alcalinas de raíces y/o microorganismos.  
4.5 Conclusiones 
Nuestro estudio permitió deducir que en la asociación ryegrass-trébol rojo, una dosis adecuada 
de aplicación de fosfato diamónico (DAP) puede ser al 75% de la dosis convencional, ya que se 
obtiene una producción de biomasa seca y un contenido nutricional similar a la dosis completa. 
De igual manera, en esta dosis del fertilizante soluble (75%), se mostró una tendencia de 
mayor efecto de los inoculantes de Rhizobium sp. y Herbaspirillum sp., en forma simple o 
coinoculada en cuanto a las concentraciones de P, N y Ca en las plantas. 
La cepa Rhizobium sp. T88 mostró mayor potencial en la conversión de compuestos de P 
insolubles en formas solubles, porque suministró mayor contenido de P disponible en las 
fracciones lábiles del suelo, lo cual, puede favorecer la mayor absorción de P para la planta. De 
igual manera, la cepa Herbaspirillum sp. AP21, mostró un potencial de solubilización de 
fosfatos inorgánicos, pero a su vez, presentó mayor eficiencia en la mineralización enzimática 
en el suelo, al incrementar la disponibilidad del P proveniente de formas orgánicas 
moderadamente lábiles, correlacionándose positivamente con la actividad fosfatasa ácida y 
alcalina cuando se redujo a 50% la aplicación de DAP.  
Por lo tanto, ambas cepas inoculadas de manera simple o combinada pueden representar una 
alternativa en la eficiencia del P orgánico e inorgánico presente en el suelo, el cual podría 
generar un impacto en la reducción de los fertilizantes fosfóricos sintéticos en una pradera. Sin 
embargo, es necesario validar las dosis mínimas del fertilizante fosfórico junto con las 
inoculaciones en condiciones reales de campo con mayor número de cortes sucesivos hasta la 
fase de producción de los forrajes en la pradera, para evidenciar el efecto de las inoculaciones 
en el rendimiento y calidad nutricional de las forrajeras que permitan garantizar la dosis óptima 
de eficiencia del fertilizante en la mejor toma de nutrientes por las raíces de las plantas.  
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5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
Entre diez cepas de BSF evaluadas en la promoción de crecimiento vegetal en ryegrass 
(Lolium perenne var. One50) y trébol rojo (Trifolium pratense) se demostró en este estudio, el 
potencial de las cepas de Herbaspirillum sp. AP21 y Rhizobium sp. T88 en la producción de 
biomasa seca de las plantas bajo condiciones limitantes de P en el suelo. Estos incrementos de 
producción de biomasa en las plantas forrajeras por las inoculaciones de estas cepas, 
muestran el papel beneficioso como PGPR, el cual puede estar atribuido por la solubilización 
de fosfatos insolubles. La producción de ácido glucónico en condiciones in vitro fue la principal 
causa señalada para la solubilización de las fuentes fosfóricas insolubles generando 
acidificación del medio y por ende la obtención de P disponible por las cepas. Además, la cepa 
Herbaspirillum sp. AP21 mostró capacidades de producción de siderórofos, actividad fitasa y 
fosfatasas ácida y alcalina, mientras que Rhizobium sp. T88 solo expresó actividad fosfatasa 
ácida y alcalina en medio líquido.  
La evaluación de Herbaspirillum sp. AP21 y Rhizobium sp. T88 inoculadas individualmente, en 
las plantas asociadas de ryegrass y trébol rojo, bajo dos niveles de fertilización de DAP, 
permitió dilucidar que ambas cepas proporcionaron mayores cantidades de P disponible en el 
suelo, en la dosis de 75% de DAP, porque presentaron mayores cantidades de P lábil de las 
formas inorgánicas de P. Mientras que cuando se coinocularon las cepas, mostraron una 
tendencia de aumento en los contenidos de N, Ca y K en los tejidos vegetales, deduciendo que 
su efecto sinérgico puede proporcionar un incremento en la toma de nutrientes influyendo en el 
desarrollo y crecimiento de las plantas.     
La reducción del 50% de la dosis del fertilizante soluble, junto con la inoculación de 
Herbaspirillum sp. AP21, proporcionó mayor eficiencia en la mineralización del Po del suelo, al 
incrementar la concentración de P disponible apartir de formas orgánicas lábiles y 
moderadamente lábiles, que favoreció la actividad de las enzimas fosfatasas ácida o alcalina, lo 
cual, se expresó de manera signifcativa en el suelo. Esta capacidad mineralizadora de fósforo 
orgánico se correlacionó con los resultados encontrados in vitro para esta cepa.   
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Este estudio sugiere que un método posible para mejorar la eficiencia de lo fertilizantes 
fosfatados en un cultivo de intersiembra de ryegrass y trébol rojo, puede consistir en la 
inoculación de Rhizobium sp. T88 y/o Herbaspirillum sp. AP21 combinando con dosis reducidas 
de fertilizantes solubles de hasta en un 25%. Aunque es necesario evaluar ambas cepas 
durante todo el tiempo productivo del cultivo de las forrajeras, estas cepas mostraron un 
potencial en mejorar las concentraciones de P disponible en el suelo, el cual, podría favorecer 
el crecimiento y la nutrición de las plantas que a posteriori repercuten positivamente en la 
producción ganadera.    
5.2 Recomendaciones 
Es esencial realizar más estudios para evaluar la eficacia de las cepas en la intersiembra de 
ryegrass y trébol rojo en condiciones de campo antes de que puedan considerarse para las 
prácticas agrícolas. Además, otros estudios como el uso de técnicas de isótopos de (32P), se 
deben realizar para rastrear más claramente la absorción de P de los fertilizantes aplicados a 
los tejidos vegetales en el futuro. También hacer exploraciones de estas cepas en el suelo para 
determinar sus capacidades de prosperar e interactuar con el suelo y los microbiomas 
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A. Anexo: Curvas de calibración 
 
 
Anexo. Curva de calibración de p-nitrofenol 
 
Anexo. Curva de calibración de fosfatos solubles. 
R² = 0,9909 
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B. Anexo: Fraccionamiento secuencial 















  mg kg
-1
    
T1 100% DAP+ 0% RF 21,31 26,18 68,01 262,1 174,88 46,7 
T2 75% DAP + 25%RF 16,69 23,49 48,84 240,6 212,82 47,9 
T3 50% DAP + 50% RF 16,51 20,79 44,04 244,2 183,89 49,5 
T4 0% DAP + 100% RF 13,85 17,33 59,98 204,2 229,02 56,2 
T5 75% DAP + 25%RF+AP21 19,18 23,97 74,02 245,4 171,29 53,9 
T6 50% DAP + 50% RF+AP21 15,18 19,64 52,27 239,7 195,99 53,9 
T7 75% DAP + 25%RF+T88 18,65 22,52 53,98 368,4 75,10 47,5 
T8 50% DAP + 50% RF+T88 18,38 23,39 55,20 238,5 207,32 53,5 
T9 75% DAP + 25%RF+AP21+T88 17,05 22,24 57,93 242,1 198,66 43,8 
T10 50% DAP + 50% RF+AP21+T88 15,72 18,19 50,81 205,4 264,58 61,0 
 
Anexo. Datos obtenidos en el fraccionamiento secuencial de P, según metoldogía Hedley 
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C. Anexo: Datos de actividad fosfatasa 
ácida y alcalina en los suelos de los 
tratamientos. 
 
Tratam. Descripción UP alcalina 
(µg PNPg-¹ ss.h-¹)  
UP ácida 
(µg PNPg-¹ ss.h-¹) 
pH suelo 
(promedio) 
T1 100% DAP+ 0% RF 28,24 79,94 6,29 
T2 75% DAP + 25%RF 34,31 76,82 6,32 
T3 50% DAP + 50% RF 38,36 79,54 6,24 
T4 0% DAP + 100% RF 29,52 87,60 6,28 
T5 75% DAP + 25%RF+AP21 37,43 92,26 6,19 
T6 50% DAP + 50% RF+AP21 41,65 74,37 6,21 
T7 75% DAP + 25%RF+T88 23,90 71,26 6,36 
T8 50% DAP + 50% RF+T88 31,51 80,80 6,26 
T9 75% DAP + 25%RF+AP21+T88 31,88 74,12 6,29 
T10 50% DAP + 50% RF+AP21+T88 39,77 80,40 6,24 
Anexo. Datos de actividad fosfatasa ácida y alcalina en el suelo de los tratamientos. 
 
 
 
 
 
